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Anmelder 

SUNGENE GMBH & CO. KGAA 


Oleser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internatlonalen Recherchenbeh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemdB 
Artlkel 18 Obemilttelt. EIne Kople wIrd dem Intemattonalen BOro Qbermlttelt. 

DIeser Internationale Recherchenbericht umfal3t Insgesamt _4 Blatter. 

Pn DarOber hinaus llegt (hm Jewells eine Kopie der In diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bel. 


2. 
3. 


Grundlage des Berichts 

a. HInsichdIch der Sprache Ist die Internationale Recherche auf der Gmndlage der Internatlonalen Anmeldung In der Sprache 
durchgetahrt worden, in der sie eingerelcht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die Intemationaie Recherche 1st auf der Grundlage einer bel der Beh6rde eingerelchten Obersetzung der Intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefQhrt worden. 

b. Hinsichtllch der in der Internatlonalen Anmeldung offenbarten Nudeotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Goindiage de^ Sequenzprotokotls durchgefQhrt worden, das 

Pn In <ler Internatlonalen Anmeldung In Schrlfllcher Form enthalten Ist. 

[X] zusammen mit der internatlonalen Anmekiung In computerlesbarer Form eingerelcht worden Ist. 

I I bel der BehOrde nachtragllch In schriftlicher Form eingerelcht worden Ist. 

I I bel der BehOrde nachtragllch in computerlesbarer Form eingerelcht worden 1st. 

I I Die Erkiarung, daB das nachtragllch eingerelchte schrlftllche Sequenzprotokoll nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

I I Die Erkiarung, daB die In computerlesbarer Form erfaBten Infonnatlonen dem schriftHchen Sequenzprotokoll entsorechen 
wurde vorgelegt ' 

I I Bestimmie AnsprOche haben sich als nIcht recherchierbar erwiesen (slehe Feld i). 
n Mangelnde EInheltllchkelt der Erflndung (slehe Feld 11). 

Hinsichtllch der Bezeichnung der Erflndung 

pn wird der vom Anmelder eingerelchte Wortlaut genehmlgt. 
I I wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt: 


Hinsichtllch der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingerelchte Wortlaut genehmlgt. 
— wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) In der In Feid II! angegebenen Fassung von der Behttrde festgesetzt. Der 

I I Anmelder kann der BehOrde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses Intemationalen 

Recherchenberlchts eine Stellungnahme vorlegen. 

Foigende Abblldung der Zeichnungen Ist mit der Zusammenfassung zu verOffentlichen: Abb. Nr. 

f~1 w»© vom Anmelder vorgeschlagen Q kelne der Abb, 

n well der Anmelder selbst kelne Abblldung vorgeschlagen hat. 
n well dlese Abblldung die Erflndung besser kennzelchnet 
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^ Besondere Kategorten von angegebenen VerOtfentlk;hungen *T' SpStere Verdffentlichung, die nach dem intemationalen AnmeMedatum 

•A- VereffenlRchuna die den allgemelnen Stand der Technik definlert. 2^milSI!J.n n?r'£f SSfn"/!^ 

aber nIcht ate fesonders bideutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kol Wiert sondern nur zum Verctandnis des der 
.r-. AM . . ^ i ^ ^ ^ ^ ^ ^ . * . Erflndung zugrundeliegenden Prinzlps Oder der Ihr zugrundeliegenden 
aweros Ookument, das jedoch erst am Oder nach dem Intemattonalen Theorte angegeben 1st w 

AnrrwWedatum verOtfentHcht worden Ist -X- VerSffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erflndung 
"L* Verfiffentllchung, die geelgnet Ist. eInen Prlorft^tsanspruch zweifeihaft er- kann allein aufgrund dieser Verdffentllchung nIcht als neu Oder auf 
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2. Citations and explanations 

This report refers to the international search report 
citations. The numbering (D1-D6) corresponds to the 
sequence in which the documents appear in the search 
report . 


Subject matter of the invention 

The invention relates to the expression of sucrose 
isomerase in transgenic plants under the control of 
epidermis-specific or pathogen- inducible promoters. 
The plants show a reduced susceptibility to 
pathogens, in particular fungi and nematodes. 

Novelty and inventive step (PCT Article 33) 

The prior art hitherto does not show a connection 
between the recombinant expression of sucrose 
isomerase, the formation of non-cariogenic sugars, 
such as, for example, palatinose, in transgenic 
plants, and an increase in the resistance to pests. 
Consequently, novelty and inventive step are 
acknowledged for the methods of claims 1-7 and for 
the expression cassettes and transgenic organisms of 
claims 8-15. 
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Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum 
PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 


3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I IS Grundlage des Bescheids 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbiiche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkelt der Erfindung 

V El Begrundete Feststellung nach Regel 66.2 a)ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 


Datum der Einreichung des Antrags 
18.12.2003 

Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
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Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 
beauftragten Behorde 
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^ Fax: +49 89 2399 - 4465 

Bevoflmachtigter Bediensteter 
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Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar2004) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/D7027 


1. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gotten inn Rahman dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70.1 7)): 

Beschreibung, Seiten 

1-61 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Sequenzen, Seiten 

1 -50 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspruche, Nr. 

1-15 eingegangen am 12.08.2004 mit Schreiben vom 09.08.2004 

Zeichnungen, Blatter 

1/8-8>8 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationaie Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn: 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nach Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 und/bder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationaie vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

IE! in der internationalen Anmeldung in schrtftlicher Form enthalten Ist. 

H zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht warden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

13 Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind foigende Unterlagen fortgef alien: 

□ Beschreibung, Seiten: 


Formblatt PCT/IPEA/409 (Januar 2004) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 


Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/07027 


□ 


Anspruche, 
Zeichnungen, 


:Nr.: 


□ 


Blatt: 


5. Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbfatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-15 


Nein: Anspruche 
Gewerbliche Anwendbarkeit (I A) Ja: Anspruche: 1-15 

Nein: Anspruche: 

2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Belblatt 


Erfinderische Tatigkeit (IS) 


Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 1-15 


Formblatt PCT/I PEA/ 409 (Jan uar 2004) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/07027 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 


Dieser Bericht bezieht sich auf die im Internationalen Recherchenbericht aufgefuhrten 
Dokumente. Die'Nummerierung (D1-D6) entspricht ihrer Reihenfolge im Recherchenbericht. 

Gegenstand der Erfindung 

Die Erfindung beschreibt die Expression von Saccharoseisomerase in transgenen 
Pflanzen unter Kontrolle von epidermis-spezifischen bzw. pathogen-induzierbaren 
Promotoren. Die Pflanzen zeigen daraufhin eine verringerte Anfalligkeit gegenuber 
Pathogenen, insbesondere Pilzen und Nematoden. 

Neuheit und erfinderische Tatigkeit (Artikel 33 PCT) 

Ein Zusammenhang zwischen der rekombinanten Expression von Saccharoseisomerase, 
der Bildung nicht-kariogener Zucker, wie z.B. Palatinose, in transgenen Pflanzen und einer 
Erhohung der Resistenz gegenuber Schadlingen ist im Stand der Technik bislang 
unbekannt. 

Aufgrund dessen konnen Neuheit und erfinderische Tatigkeit fur die Verfahren der 
Anspruche 1-7, sowie die Expressionskassetten und transgenen Organismen der 
Anspruche 8-15 anerkannt werden. 


Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1 ) (EPA-April 1997) 


Geanderte Patentanspruche 

1. Verfahren zum Erzielen Oder Erhohen der Resistenz gegen mindestens ein Pa- 
thogen in pflanzlichen Organismen. wobei nachfolgende Arbeitsschritte umfasst 
sind 

a) transgene Expression eines Proteins mit Saccharoseisomerase Aktivitat in ei- 
nem pflanzlichen Organismus oder einem Gewebe, Organ, Teil oder Zelle 
desselben, und 

b) Auswahl der pflanzlichen Organismen, bei denen - im Unterschied oder Ver- 
gleich zum Ausgangsorganlsmus - die Resistenz gegen mindestens ein Pa- 
thogen besteht oder erhoht ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Saccharose-lsomerase beschrieben wird 
durch 

i) ein Protein gemaH SEQ ID NO: 2, 6, 8. 10. 12, 14. 16,18 oder 36. oder 

ii) ein funktionelles Aquivalent zu einem Protein gemali SEQ ID NO: 2. 6. 8. 10, 
12. 14. 16. 18 Oder 36, Oder 

iii) ein funktionell aquivalentes Fragment zu einem Protein gemaR i) und ii). 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, wobei die Expression der Sac- 
charoseisomerase gewahrleistet wird durch eine transgene Expressionskassette 
umfassend mindestens eine Nukleinsauresequenz ausgewahit aus der Gruppe 
bestehend aus: 

a) Nukleinsauresequenzep kodierend eine Aminosauresequenz gemafi SEQ ID 
NO: 2. 4, 6, 8. 10. 12. 14. 16. 18. 20. 22 oder 36, und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fCir Proteine mit einer Homologie von min- 
destens 40% zu der Sequenz gemali SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8. 10. 12. 14. 16. 
18. 20. 22 Oder 26 aufweisen, und 

c) Nukleinsauresequenzen gemaB SEQ ID No: 1, 3. 5, 7, 9. 11, 13, 15. 17, 19, 
21 Oder 35, und 

d) Nukleinsauresequenzen. die zu einer Nukleinsauresesequenz von c) degene- 
riert ist, und 

e) Nukleinsauresequenzen, die eine Homologie von mindestens 40% zu einer 
Nukleinsauresequenz gemaH SEQ ID No: 1, 3. 5. 7, 9. 11, 13, 15. 17, 19, 21 
oder 35 aufweisen, und 

f) Nukleinsauresequenzen, die mit einem komplementaren Strang der Nuklein- 
sauresequenz gemafi SEQ ID No: 1, 3. 5, 7, 9, 11, 13, 15. 17. 19. 21 oder 35 
hybrid isieren. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3. wobei die Saccharose-lsomerase 
unter Kontrolle eines in Pflanzen funktionellen pathogen-induzierbaren oder ge- 
webespeziflschen Promotors exprimiert wird. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das Pathogen ausgewahit 
ist aus der Gruppe bestehend aus Pilzen und Nematoden. 

5 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5. wobei das Pathogen ausgewahit 
ist aus der Gruppe der Pilze bestehend aus Plasmodiophoramycota, Oomycota, 
Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomyceten, Basidiomycota und Deuteromyce- 
ten. 

10 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die Pflanze ausgewahit ist 
aus der Gruppe bestehend aus Kartoffel, Rube. Zuckerriibe, Tomate. Banane, 
Karotte. Zuckerrohr. Erdbeere, Ananas, Papaya. Soja. Hafer, Gerste, Weizen, 
Roggen, Triticale, Hirse und Mais. 

15 8. Transgene Expressionskassette enthalten in funktioneller Verknupfung mit einem 
in Pflanzen funktionelien pathogen-induzierbaren Promotor eine Nukleinsaurese- 
quenz kodieren fur eine Saccharose-lsomerase. 

9. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8, wobei die Saccharoseisome- 
20 rase wie in einem der Anspruche 2 Oder 3 definiert ist. 

10. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8 oder 9, wobei der pathogen- 
induzierbare Promotor ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend aus einer der 
Sequenzen gemali SEQ ID NO: 23, 24. 32. 33 oder 34. 


25 


11. Transgener Expressionsvektor enthaltend eine transgene Expressionskassette 
gemaB einem der Anspruche 8 bis 10. 


12. Transgener Organismus enthaltend eine transgene Expressionskassette gemafi 
30 einem der Anspruche 8 bis 10 oder einen transgenen Expressionsvektor gemali 

Anspruch 11. 

13. Transgener Organismus nach Anspruch 12. ausgewahit aus der Gruppe der 
Pflanzen bestehend aus Kartoffel. Rube, Zuckerrube, Tomate, Banane, Karotte. 

35 Zuckerrohr. Erdbeere. Ananas. Papaya, Soja, Hafer. Gerste, Weizeri, Roggen, 

Triticale, Hirse und Mais. 

14. Transgene Ernteprodukte. Vermehrungsmaterial. Zellen, Organe, Teile. Kalli. 
Zellkulturen, Samen. Knollen. Stecklinge oder transgene Nachkommen eines 

40 transgenen Organismus gemali einem der Anspruche 12 bis 13. 

15. Verwendung eines transgenen Organismus nach einem der Anspruche 12 bis 13 
Oder von diesem angeleitete transgene Ernteprodukte. Vermehrungsmaterial, 
Zellen, Organe, Telle. Kalli. Zellkulturen. Samen. Knollen. Stecklinge oder trans- 

45 gene Nachkommen nach Anspruch 14 zur Herstellung von Palatinose. 


GEAENDERTES BLATT 


VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GBBIET DES PATENTWESENS 



PCT ^ 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNdgPgRICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 


2 1 SEP 2004 


PCT 


Aktenzelchen des Anmelders oder Anwaits 
0000053687 

lAf ei-recico t/rkDr^EucM slehe Mittellung Qber die Ubersendung des Intematlonalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen PrOfungsberlchts (Fonmblatt PCXyiPEAMI 6) 

Internationales Aktenzelchen 
PCT/EP 03/07027 

Internationales Anmeldedatum (Tag/MonaUiahr) 
02.07.2003 

Prloritatsdatum (Tag/MonaWahr) 
04.07.2002 


Internationale PatentWasslflkation (IPK) Oder natlonale Klassifikation und IPK 
C12N9>90 


Anmelder 

SUNGENE GMBH & CO. KGAA, et al. 


DIeser Internationale vorlSufige PrQfungsbericht wurde von der mit der internationalen voriaufigen PrQfung 
beauftragten BehOrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt 


2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 4 Blatter einschlieBiich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem Ilegen dem Bericht ANLAGEN bel; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschrelbungen, Anspruchen 
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II □ Priorltat 
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IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V El BegrQndete Feststellung nach Regel 66.2 a)il) hinsichtllch der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkiarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefQhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII □ Bestimmte Bemerkungen zur Internationalen Anmeldung 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 


Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03A)7027 


I. Grundlage des Berichts 

1 Hinsichtlich der Bestandteile der intemationalen Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahman dieses Berichts als ''^''^P^^J^9^^y^^ 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Andemngen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7))\ 

Beschreibung, Seiten 

1.51 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Sequenzen, Seiten 

1 -50 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspruche, Nr. 

1 .1 5 eingegangen am 1 2.08.2004 mit Schreiben vom 09.08.2004 

Zeichnungen, Blatter 

-|y8-8y8 in der ursprQnglich eingereichten Fassung 

2 Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die intemationaie Anmeldung eingereicht worden ist, zur VerfQgung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um: 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der intemationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nach Regel 23.1 (b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der intemationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 und/oder 55,3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
intemationaie vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefQhrt worden, das: 

IS! in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

El zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der BehSrde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, da3 das nachtraglich eingereichte schrrftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

ISI Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 


Formblatt PCT4PEA/409 (Januar 2004) 


INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03A)7027 


□ AnsprQche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusStzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit(N) Ja: Anspruche 1-15 

Nein: Anspruche 
Erfinderische Tatigkeit (IS) Ja: Anspruche 1-15 

Nein: Anspruche 
Gewerbliche Anwendbarkeit (lA) Ja: Anspruche: 1-15 

Nein: Anspruche: 

2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 


Formblatt PCTylPEA/409 (Januar 2004) 


1NTERNATIONALER VORUWpIGER Internationales Aktenzelchen ^iCT/EP 03/07027 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Dieser Bericht bezieht sich auf die im Intemationaien Recherchenbericht aufgefuhrten - 
Dokumente. Die Nummerierung {D1-D6) entspricht ihrer Reihenfolge im Recherclnenbericht 

Gegenstand der Erfindung 

Die Erfindung beschrelbt die Expression von Saccliaroseisomerase in transgenen 
Pflanzen unter Kontrolle von epidermis-spezifischen bzw. pathogen-induzierbaren 
Promotoren. Die Pflanzen zeigen daraufliin eine verrlngerle Anfalligkeit gegenuber 
Pathogenen, insbesondere Pilzen und Nematoden. 

Neuheit und erfinderische Tatigkeit (Artikel 33 PCT) 

Ein Zusammenhang zwischen der rel<ombinanten Expression von Saccfiaroseisomerase, 
der Bildung nlcht-l<ariogener Zuelzer, wie z.B. Palatinose, in transgenen Pflanzen und einer 
Erhahung der Resistenz gegenQber Schadlingen ist im Stand der Technik bislang 
unbekannt. 

Aufgrund dessen konnen Neuheit und erfinderische Tatigkeit fur die Verfahren der 
Anspruche 1-7, sowie die Expressionskassetten und transgenen Organlsmen der 
Anspruche 8-1 5 anerkannt werden. 


Formbiatt PCT/BeIblatt/409 (Blatt 1) {EPA-Aprll 1997) 


Pririled: 15-0.§42b04400053687 , • !tiUMSl?AMjp^ E/E.P030702' 



Geanderte Patentanspruche 


1. Verfahren zum Erzielen Oder ErhShen der Resistenz gegen mindestens ein Pa- 
thogen in pflanzlichen Organismen, wobei nachfolgende Arbeitsschritte umfasst 

5 sind 

a) transgene Expression eines Proteins mit Saccharoseisomerase Aktivttat in ei- 
nem pflanzlichen Organlsmus oder einem Gewebe, Organ, Tell oder Zelle 
desselben, und 

b) Auswahl der pflanzlichen Organismen, bei denen - im Unterschied oder Ver- 
io glelch zum Ausgangsorganlsmus - die Resistenz gegen mindestens eIn Pa- 
thogen besteht oder erhdht ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Saccharose-lsomerase beschrieben wird 
durch 

15 I) ein Protein gemafl SEQ ID NO: 2, 6, 8. 10, 12, 14, 16,18 oder 36. oder 

ii) ein funktioneiles Aquivalent zu einem Protein gemafl SEQ ID NO: 2, 6, 8. 10, 
12, 14, 16. 18 Oder 36, oder 

iii) ein funktionell aquivalentes Fragment zu einem Protein gemali i) und ii). 

20 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, wobei die Expression der Sac- 
charoseisomerase gewahrleistet wird durch eine transgene Expressionskassette 
umfassend mindestens eine Nukleinsauresequenz ausgewahit aus der Gruppe 
bestehend aus: 

a) Nukleinsduresequenzen kodierend eine Aminosauresequenz gemafl SEQ ID 
25 NO: 2, 4, 6, 8, 10. 12. 14. 16, 18, 20, 22 oder 36, und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fur Proteine mit einer Homologie von min- 
destens 40% zu der Sequenz gemaft SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8. 10, 12, 14, 16, 
18» 20, 22 Oder 26 aufweisen, und 

c) Nukleinsauresequenzen gemafl SEQ ID No: 1, 3, 5, 7. 9. 11, 13, 15, 17, 19. 
30 21 Oder 35, und 

d) Nukleinsauresequenzen, die zu einer Nukleinsauresesequenz von c) degene- 
riert ist, und 

e) Nukleinsauresequenzen, die eine Homologie von mindestens 40% zu einer 
Nukleinsauresequenz gemafl SEQ ID No: 1. 3, 5. 7, 9, 11. 13. 15, 17, 19, 21 

35 Oder 35 aufweisen, und 

f) Nukleinsauresequenzen, die mit einem komplementaren Strang der Nuklein- 
sauresequenz gemafl SEQ ID No: 1. 3, 5, 7, 9. 11, 13. 15. 17. 19, 21 Oder 35 
hybridisieren. 

40 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Saccharose-lsomerase 
unter Kontrolle eines in Pflanzen funktionellen pathogen-induzierbaren oder ge- 
webespeziflschen Promoters exprimiert wird. 
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5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4. wobel das Pathogen ausgewahit 
ist aus der Gaippe bestehend aus Pilzen und Nematoden. 

5 6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, wobei das Pathogen ausgewahit 
Ist aus der Gruppe der Piize bestehend aus Rasmodiophoramycota, Oomycota, 
Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomyceten, Basidlomycota und Deuteromyce- 
ten. 

10 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6. wobei die Pflanze ausgewahit ist 
aus der Gruppe bestehend aus Kartoffel, Riibe. Zucltemibe. Tomate, Banane, 
Karotte. Zuckerrohr. Erdbeere, Ananas. Papaya. Soja. Hafer. Gerste. Weizen, 
Roggen. Triticale. Hirse und Mais. 

15 8. Transgene Expressionskassette enthalten in funktioneller VerknOpfung mit einem 
In Pflanzen funktlonellen pathogen-induzierbaren Promoter eine NuklelnsSurese- 
quenz kodleren fOr eine Saccharose-lsomerase. 

9. Transgene Expressionskassette nach Anspmch 8. wobei die Saccharoseisome- 
20 rase wie In einem der AnsprQche 2 oder 3 definlert Ist. 

10. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8 oder 9, wobel der pathogen- 
induzlerbare Promoter ausgewShlt Ist aus der Gruppe bestehend aus einer der 
Sequenzen gemaG SEQ ID NO: 23, 24. 32, 33 oder 34. 

25 

11. Transgener Expressionsvektor enthaltend eine transgene Expressionskassette 
gemdH einem der Anspruche 8 bis 10. 

12. Transgener Organismus enthaltend eine transgene Expressionskassettie gemafl 
30 einem der Anspruche 8 l)is 10 oder einen transgenen Expressionsvektor gemaB 

Anspruch 11. 

13. Transgener Organismus nach Anspruch 12. ausgewahit aus der Gruppe der 
Pflanzen bestehend aus Kartoffel. RQbe. Zuckenriibe. Tomate. Banane. Karotte. 

35 Zuckerrohr. Erdbeere. Ananas. Papaya. Soja. Hafer, Gerste, Weizen, Roggen, 

Triticale, Hirse und Mais. 

14. Transgene Emteprodukte, Vemiehrungsmaterial, Zellen, Organe, . Teile, Kalli, 
Zellkulturen, Samen. Knollen, Stecklinge oder transgene Nachkommen eines 

40 ■ transgenen Organismus gemal^ einem der Anspruche 12 bis 13. 

1 5. Venwendung eInes transgenen Organismus nach einem der AnsprOche 1 2 bis 1 3 
Oder von diesem angeleitete transgene Emteprodukte. Vermehrungsmaterial, 
Zellen, Organe, Teile, Kalli, Zellkulturen. Samen. Knollen. Stecklinge oder trans- 

45 gene Nachkommen nach Anspruch 14 zur Herstellung von Palatinose. 
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We claim: 


REPtACETOT 59 
ART 34 Af^lDT 
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1. A method for. generating or increasing the resistance to at 
least one pathogen in plant organisms, which comprises the 
following process steps 

a) transgenic expression of a protein with sucrose isomerase 
activity in a plant organism and 

b) selection of those plant organisms in which, as opposed 
or as compared to the original plant, the resistance to 
at least one pathogen exists or is increased. 

15 2. The method according to claim 1, wherein the sucrose isomer- 
ase is described by 

i) a protein as shown in SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 
18 or 36, or 

20 

ii) a functional equivalent to a protein as shown in SEQ ID 
NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 or 36, or 

iii) a functionally equivalent fragment to a protein as shown 
25 in i) and ii) . 

3, The method according to claim 1 or 2, wherein the expression 
of the sucrose isomerase is ensured by a transgenic expres- 
sion cassette comprising at least one nucleic acid sequence 
30 selected from the group consisting of: 

a) nucleic acid sequences encoding an amino acid sequence as 
shown in SEQ ID NO:. 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 
22 or 36, and 

35 

b) nucleic acid sequences encoding proteins with at least 
40% homology with the sequence as shown in SEQ ID NO: 2, 
4, 6, 8, 10, 12, 14,. 16, 18, 20, 22 or 36, and 

40 c) nucleic acid sequences as shown in SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 

9,. II, 13 „ 15,, 17,. 19, 21 or 35, and 

d) nucleic acid* sequences which are degenerated to a nucleic 
acid: sequence- of c ) ,> and 

45 
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53687 ^ ^ 
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acid sequences with at least 4 0% homology with a 

nucleic acid sequence as shown in. SEQ ID No: 1, 3, 5, 7^ 
9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 or 35, and 

f ) nucleic acid sequences which hybridize with a complemen- 
tary strand of the nucleic acid sequence as shown in SEQ 
ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 or 35. 

The method according to any of claims 1 to 3, wherein the su- 
crose isomerase is expressed under the control of a pathogen- 
inducible promoter which is functional in plants. 

The method according to any of claims 1 to 4, wherein the 
pathogen is selected from the group consisting of fungi and 
nematodes . 

The method according to any of claims 1 to 5, wherein the 
pathogen is selected from the group of the fungi consisting 
of Plasmodiophoramycota, Oomycota, Ascomycota, Chytridiomy- 
cetes. Zygomycetes, Basidiomycota and Deuteromycetes . 

The method according to any of claims 1 to 6, wherein the 
plant is selected from the group consisting of potato, beet, 
sugar beet, tomato, banana, carrot, sugar cane, strawberry,' 
pineapple, paw paw, soybean, oats, barley, wheat, rye, trici- 
cale, sorghum and millet, and maize. 

A transgenic expression cassette comprising a nucleic acid 
sequence encoding a sucrose isomerase, in operable linkage 
with a pathogen-inducible promoter which is functional in 
plants . 

The transgenic expression cassette according to claim 8, 
wherein the sucrose isomerase is defined as claimed in one of 
claims 2 or 3. 

The transgenic expression cassette according to claim 8 or 9, 
wherein the pathogen-inducible promoter is selected from the 
group consisting of one of the sequences as shown, in. SEQ ID 
NO: 23, 24, 32, 33 or 34. 

A transgenic expression vector comprising the transgenic ex- 
pression cassette according to any of claims 8 to 1.0;.. 
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12. A transgenic organism comprising the transgenic expression 
cassette according to any of claims 8 to 10 or a transgenic 
expression vector as claimed in claim 11. 

5 13. The transgenic organism according to claim 12, selected from 
the group of the plants consisting of potato, beet, sugar 
beet, tomato, banana, carrot, . sugar cane, strawberry, pineap- 
ple, paw paw, soybean, oats, barley, wheat, rye, tricicale, 
sorghum and millet, and maize. 

10 

14. A transgenic crop product, propagation material, cells, or- 
gans, parts, calli, cell cultures, seeds, tubers, sets or 
transgenic progeny of the transgenic organism according to 
one of claims 12 or 13. 

15. The use of the transgenic organism according to one of 
claims 12 or 13, or transgenic crop products, propagation ma- 
terial, cells, organs, parts, calli, cell cultures, seeds, 
tubers, derived therefrom or transgenic progeny according to 

20 claim 14 for the production of palatinose. 
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(57) Abstract: The invention relates to methods for creating or increasing pathogen resistance in plants by preferably pathogen- 
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(57) Zusammenfassung: Die Erflndung betrifift Verfahren zur Erzeugung oder Erh5hung einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch 
- bevorzugt pathogeninduzierbare - Expression einer Saccharoseisomerase. 
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Verfahren zum Erreichen einer Pathogenresistenz in Pf lanzen 
Beschreibung 

5 

Die Erf indimg betrifft Verfahren zur Erzeugung oder Erhohung 
einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch - bevorzugt pathoge- 
ninduzierbare - Expression einer Saccharoseisomerase . 

10 Palatinose (Isomaltulose) und Trehalulose werden groiStechnisch 
aus Saccharose durch eine enzymatische Umlageriing xinter Ver- 
wendung von immobilisierten Bakterienzellen hergestellt. Dabei 
wird die zwischen den Monosacchariden des Disaccharids Saccharose 
bestehende (al->P2-glykosidische Bindung zu einer al->a6-Bindung 

15 bei Palatinose bzw. einer al->al-Bindimg bei Trehalulose isomeri- 
siert, Diese Umlagerung von Saccharose zu den beiden nicht-kario- 
genen Disacchariden erfolgt \anter Katalyse des bakteriellen 
Enzyms Saccharoseisomerase, auch Saccharosemutase genannt. 
Entsprechende Sequenzen sind beispielsweise in WO 95/20047 

20 (US 5,786,140; US 5,985,622) beschrieben. 

Femer sind beschrieben Saccharoseisomerasen aus Erwinia 
rhapontici (pall Gen, GenBank Acc.-No.: AF279281; B6mke et al. 

(2001) J Bacterid 183 (8) : 2425-2430) und Klebsiella sp. Strain 

25 LX3 (GenBank Acc.-No.: AY040843; Zhang et al. (2002) Appl Environ 
Microbiol (68) : 2676-2682) . . 

WO 01/59136 beschreibt Verfahren zur direkten Herstellung nicht- 
kariogener Zucker direkt in transgenen Pflanzen, die rekombinante 
30 Nukleinsauremolekxile kodierend fur Proteine mit der enzymatischen 
Aktivitat einer Saccharoseisomerase enthalten. Beschrieben 
sind E3Cpressionskonstrukte fOr besagte Saccharoseisomerase zur 
Expression in Pflanzen, sowie die mit denselben trans formier ten 
transgenen Pflanzen. 

35 

WO 01/59135 beschreibt Verfahren zur Beeinf lussung der Pollen- 
en twicklung unter Verwendung von suitheren-, tape turn oder pollen- 
spezifisch exprimierten Saccharoseisomerasen. Die konstitutive 
Expression der Saccharoseisomerase in Pflanzen hat jedoch nach- 
40 teilige Wirkung auf das Wachstum der Pflanze (Bdmke F et al. 

(2002) Planta 214:356-364). 

Ziel biotechnologischer Arbeiten an Pflanzen ist die Herstelltong 
von Pflanzen mit vorteilhaf ten, neuen Eigenschaf ten zum Beispiel 
45 zur Steigerung der landwirtschaf tlichen Produktivitat , zur Quali- 
tatssteigerung bei Nahrxmgsmitteln oder zur Produktion bestimmter 
Chemikalien oder Pharmazeutika. Oft sind die natiirlichen Abwehr- 
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mechanismen der Pflanze gegen Patliogene unzureichend. Allein 


Pilzerkrankungen fuhren zu Ernteverlusten in der Hohe von vielen 
Milliarden US-$ jahrlich. Die Einf-Qhrung fremder Gene aus Pflan- 
zen, Tieren oder milcrobiellen Quellen Izaxm die Abwehr vers tar ken . 
5 Beispiele .sind der Schutz gegen Insektenfrass in Tabak durch 

Expression von Bacillus thuring-iensis Endotoxinen iinter Kontrolle 
des 35 S CaMV Promoters (Vaeck et al. (1987) Nature 328:33-37) 
Oder der Schutz des Tabaks gegen Pilzbefall durch Expression 
einer Chitinase aus der Bohne unter Kontrolle des CaMV Promoters 
10 (Broglie et al. (1991) Science 254:1194-1197), Die meisten der 
beschriebenen Ans^tze gewahren jedoch nur eine Resistenz gegen 
ein einzelnes Pathogen oder gegen ein schmales Spektrum von 
Pathogenen . 

15 Es gibt nur wenige Ansatze, die Pflanzen eine Resistenz gegen ein 
breiteres Spektrum von Pathogenen, vor allem Pilzpathogene, ver- 
leihen. Die systemische erworbene Resistenz ("systemic acquired 
resistance"; SAR) - ein Abwehrmechanismus bei verschiedenen 
Pf lanze/Pathogen-Interaktionen - kann durch Applikation von endo- 

20 genen Botenstoffen wie Jasmonsaure (JA) oder Salicylsaure (SA) 
vermittelt werden (Ward, et al. (1991) Plant Cell 3:1085-1094; 
Uknes, et al. (1992) Plant Cell 4(6) :645-656) . Ahnliche Effekte 
kannen auch dxirch synthetische Verbindungen wie 2, 6-Dichloriso- 
nikotins§.ure (INA) oder Benzo (1 , 2 , 3 ) thiadiazol-7-thiocarbonsaure- 

25 S-methylester (BTH; Bion®) (Friedrich et al. (1996) Plant J 
lO(l):61-70; Lawton et al. (1996) Plant J. 10:71-82) bewirkt 
werden. Auch die Expression der im Rahmen eines SAR hoch- 
regulierten pathogenesis related" (PR) Proteine vermag zum 
Teil eine Pathogenresistenz zu bewirken. 

30 

In Gerste ist bereits seit langerem der Mlo-Locus als negativer 
Regulator der Pathogenabwehr beschrieben. Der Verlust oder 
Funktionsverlust ( "loss-of-f unction" ) des Mlo-Gens bedingt eine 
erh5hte und vor allem rassen-unspezif ische Resistenz beispiels- 

35 weise gegen zahlreiche Arten von Mehltau (Boischges R et al. 

(1997) Cell 88:695-705; Jorgensen JH (1977) Euphytica 26:55-62; 
Lyngkjaer MF et al . (1995) Plant Pathol 44:786-790). Das Mlo- 
Gen wurde erst kiirzlich kloniert (Biischges R et al . (1997) 
Cell : 695-705; WO 98/04586; Schulze-Lef ert P, Vogel J (2000) 

40 Trends Plant Sci. 5:343-348). Verschiedene Verfahren unter Ver- 
wendung von Mlo-Genen zum Erzielen einer Pathogenresistenz sind 
beschrieben (WO 98/04586; WO 00/01722; WO 99/47552). Unklar 
ist, ob ein Mlo-basierter Ansatz auch in dikotyledonen Pflanzen 
praktikabel ist. 


45 
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Generell leben pf lanzenpathogene Pilzarten saprophytisch oder 
parasitisch. Letztere sind - zumindest in bestimmten Phasen ihres 
Lebenszyklus - auf ein Wirkstof fangebot (z.B. ein Angebot an 
Vitaminen, Kohl enhydra ten usw.) angewiesen, wie es in dieser Form 
5 nur von lebenden Pflanzenzellen bereitgestellt warden kann. Der 
Fachmann unterscheidet parasitare Pilze in nekrotrophe, hemibio- 
trophe und biotrophe. Bei nekrotrophen pilzlichen Parasiten fiihrt 
die Infektion zur Gewebezerstorung xind damit zxjin Tod der Pflanze. 
Diese Pilze sind meist nur fakultativ parasitar; sie kdnnen sich 
10 ebenso gut saprophytisch in totem oder absterbendem Pflanzen- 
material vermehren. 


Biotrophe pilzliche Parasiten sind dadurch charakterisiert , 
dass Parasit und Wirt, zimindest tiber l&agere ZeitrStmie hinweg, 
15 zusairanenleben. Der Pilz entnimmt dem Wirt Nahrstoffe, totet 

ihn jedoch nicht ab. Die meisten biotrophen Pilze sind obligate 
Parasiten. Hemibiotrophe Pilze leben zeitweise biotroph und toten 
den Wirt zu einem spSteren Zeitpunkt ab, d.h, sie wechseln in 
eine nekrotrophe Phase. 

20 

Einer weitere grofie Gruppe biotropher pflanzlicher Pathogene 
von enormer agro-5konomischer Bedeutung stellen Nematoden dar. 
Pflanzenpathogene Nematoden entnehmen ihre Nahrxing aus den 
auSeren pflanzlichen Gewebeabschnitten (Ektoparasiten) oder nach 

25 dem Eindringen in die Pflanze aus tiefer liegenden Zellschichten 
(Endoparasiten) . Bei den endoparasitaren Wurzelnematoden unter- 
scheidet man nach ihrer Lebens- tind Emahrungsweisen zwischen 
zwei Gruppen: Zystenbildende Nematoden (Heterodera- und Globo- 
dera-Arten) \ind Wurzelgallennematoden (Meloidogyne-Arten) . Bei 

30 beiden Gruppen handelt es sich "um obligate biotrophe Parasiten, 
die in den Wxirzeln die Bildung spezieller Nahrzellen induzieren. 
Bei diesen NShrzellen handelt es sich um Pflanzenzellen, deren 
Stoffwechsel von den Nematoden so verandert wurde, dass sie ge- 
zielt der Ernahnmg der sich entwickelten Nematoden dienen, Endo- 

35 parasitare Wurzelnematoden sind in ihrer Entwicklung von diesen 
Nahrzellen absolut abhSngig (zur Ubersicht siehe Sijmons et al. 
(1994) Ann. Rev. Phytopathol. 32.: 235-259). Zystenbildende 
Nematoden (Heterodera- und Globodera-Arten) verbleiben an der 
Parasitierungss telle in der Wurzel (sessile Endoparasiten) 

40 wandeln die sie umgebenden Zellen durch Protoplastenfusion bei 
teilweiser Zellwandauf losung in Syncytien um. Diesen Nahrzellen, 
die im Zentralzylinder der Wurzel gebildet werden, entnehmen 
die Nematoden ihre Nahrung und schwellen dabei stark an. Wurzel- 
gallennematoden (Meloidogyne-Arten) verbleiben ebenfalls an der 

45 einmal gewShlten Parasitierungsstelle \md veranlassen die Bildung 
von Nahrzellen, welche aber, anders als bei den Zystenbildenden 
Nematoden aus mehreren, durch synchrone Kernteilungen ohne Zell- 
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wandbild\ing sich entwickelnden vielkemigen Riesenz.ellen bestehen 
(Fenoll and Del Campo (1998) Physiol. Mol. Biol. Plants 4:9-18). 
Die Bildung der Nahrzellensysteme wird durch die Signalmolektile 
im Speichel der Nematoden induziert. Es ist bekannt, dass wahrend 
5 dieser Dif ferenzierxingsprozesse eine Reihe von Pflanzengenen 

ihr Expressionsprofil stark verandern. In der Literatur sind Pro- 
iciotoren beschrieben, die speziell in Nahrzellsystem (Syncytien) 
induziert werden. Beispielhaft seien zu nennen der AO. 3 TobRB? 
Promotor aus Tabak (Opperman et al . (1994) Science 263:221-223, 
10 der Leinmi9 Promotor aus Tomate (Ecobar et al. (1999) Mol Plant 
Microbe Interact 12: 440-449), sowie Gemini virus V-sense Pro- 
motoren (WO 00/01832). 

WO 94/10320 beschreibt DNA Konstrukte zur Expression von Genen, 
15 die als Inhibitoren endogener Pflanzengene wirken (z.B. ATP 
Synthase, Cytochrom C, Pyruvatkinase) , xinter der Kontrolle von 
Nematoden- induzierter Promotoren in den Syncytien. 

Trotz einiger Fortschritte in manchen Bereichen der Pf lanzen- 
20 biotechnologie, sind die Erfolge beim Erzielen einer Pathogen- 
resistenz in Pflanzen sehr begrenzt und bislang nur gegen Viren 
hinreichend belegt. Insbesondere Emteverluste infolge von Pilz- 
xind Nematodenbefall stellen ein ernstzunehmendes Problem dar und 
erf ordern nach wie vor den intensiven Einsatz von Fungiziden und 
25 Nematoziden. Dennoch sind die damit zusammenhangenden Probleme 
nur unzureichend in den Griff zu bekommen. 

Der vorliegenden Erfindiing liegt die Aufgabe zugrunde, neue Ver- 
fahren zur Pathogenabwehr in Pflanzen bereitzustellen, die eine 
30 ef fiziente Abwehr eines moglichst breiten Spektrums von Patho- 
genen, bevorzugt von Pilzen \md Nematoden, in m5glichst vielen 
verschiedenen Pf lanzenarten, bevorzugt den in der Landwirtschaf t 
verwendeten Kulturpf lanzen bewirken, Diese Aufgabe wird durch das 
erf indungsgemaSe Verfahren gelost. 

35 

Ein erster Gegenstand der Erfindung umfasst ein Verfahren zur 
Erzeugung oder Erhohung der Resistenz gegen mindestens ein 
Pathogen in pflanzlichen Organismen, wobei nachfolgende Arbeits- 
schritte xamfasst sind 

40 

a) transgene Expression eines Proteins mit Saccharoseisomerase 


Aktivitat in einem pflanzlichen Organismus oder einem Gewebe, 
Organ, Teil oder Zelle desselben, und 


45 
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b) Auswahl der pf lanzlichen Organismen, bei denen.-- im Unter- 

schied oder Vergleich zur Ausgangsorganismus - die Resistenz 
gegen iciindestens ein Pathogen besteht oder erhoht ist. 

5 Das erf indungsgCTiafie Verfahren kanrx im Prinzip auf alle pflanz- 
lichen Organismen angewendet werden, die Saccharose produzieren. 
Dazu zShlen alle hoheren Pflanzen, Es wurde tiberraschender Weise 
beobachtet:, dass auf Kartof f elscheiben transgener Kartoffel- 
pflanzen, in deren Knollen auf grand transgener Expression einer 
10 Saccharoseisomerase Saccharose in Palatinose uingewandelt wird, 
das Wachstum des Pilzes Alternaria sicpaifikant geheramt ist. 

Ferner kann beobachtet werden, dass die transgene Expression der 
Saccharoseisomerase auch eine Resistenz gegen Nematoden bewirkt. 
15 Insbesondere eine durch endoparasitaren Wurzelnematoden hervorge- 
rufene Syncitien-spezif ische Expression der Saccharoseisomerase- 
sequenz bewirkt eine deutliche Reduktion das Nematodenbef alls . 

Da zahlreiche Pathogene, insbesondere Pilze \md Nematoden, Pala- 
20 tinose nicht vers toff wechseln konnen, ist eine Uberwindxing der 
Resistenz durch einfache Mutation in den Pathogenen kaum moglich, 
da hierfiir die Gewinnxing einer neuen Enzymaktivitat erforderlich 
wS.re. 

25 Protein mit Saccharoseisomerase AktivitMt" meint im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung ein Protein, das als ''wesentliche 
Eigenschaf t" die Isomer isierung von Saccharose zu anderen 
Disacchariden katalysiert, wobei die al->P2-glykosidische Bindung 
zwischen Glukose und Fruktose in der Saccharose in eine andere 

30 glykosidische Bindung zwischen zwei Monosaccharideinheiten liber- 
fOhrt wird, insbesondere in eine al->a6-Bindtxng und/oder einer 
al->al-Bindung . 


35 Analyse der resultierenden Kohlenhydrate (z.B. Palatinose- 
gehalt) in der dem Fachinann geiaufigen Weise beispielsweise 
durch Analyse ethanolischer Extrakte entsprechenden biologischen 
Materials (z.B. Material einer transgenen Pflanze oder eines 
Mikroorganismus) gemessen werden. Besagte Extrakte konnen z.B. 

40 durch HPLC analysiert und die Zucker anhand der entsprechenden 
Standards identifiziert werden. Ein Verfahren zur Analyse ist 
z.B. in WO 01/59136 beschrieben. So werden zum Nachweis von 
Saccharoseisomerase-Aktivitat in Pf lanzenextrakten Blattscheiben 
mit einem Durchmesser von ca. 0,8 cm ftir 2 h bei 70°C mit 100 |J.l 

45 80 % Ethanol und 10 iriM HEPES-Puffer (pH 7,5) extrahiert. Fiir die 
Analyse eines Aliquots dieser Extrakte kann ein HPLC-System z.B. 
der Firma Dionex verwendet werden, welches mit einer PA-1 (4 x 


Eine Saccharoseisomerase-Aktivitat kann indirekt iiber die 
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250 mm) -Saule \md einen gepulsten elektrochemischeru Detektor aus- 
gestattet werden kann. Vor der Injektion konnen die Proben fxir 
2 Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert werden. Die Zucker 
k5nnen anschlieSend mit einem 10 mintitigen Gradienten von 0 bis 1 
5 M Natriiamacetat nach 4 Minuten bei 150 mM NaOH xrnd einer Durch- 
flussrate von 1 ml/min eluiert werden. Zur Identif izierung und 
Quantif izierxmg der Zucker konnen die entsprechenden Standards 
der Firma Sigma verwendet werden. 

10 Besonders bevorzugt wird iinter einem Protein mit Saccharose- 

isomerase Aktivitat ein Protein verstanden, das als wesentliche 
Eigenschaft zur Isomerisierung von Saccharose zu Palatinose 
und/oder Trehalulose befShigt ist. Dabei betrSgt der Anteil von 
Palatinose und Trehalulose an den gesamten Disacchariden, die 

15 durch Isomerisierung von Saccharose gebildet werden mindestens 
2 %, bevorzugt mindestens 20 %, besonders bevorzugt mindestens 
50 % und am meisten bevorzugt mindestens 60 %. 

Die Nukleinsauresequenz kodierend fiir ein Protein mit Saccharose- 
20 isomerase-Aktivitat , kann aus naturlichen Quellen isoliert oder 
nach herk5mmlichen Verfahren synthetisiert werden. 

Beispiele ftlr Organismen, deren Zellen Proteine mit Saccharose- 
isomerase— AktivitS.t sowie die dafiir kodierende Nukleinsaure- 
25 sequenzen enthalten, sind insbesondere Mikroorganismen der 
Gattungen Protaminobacter , Erwinia, Serratia, Leuconostoc, 
Pseudomonas, Agrobacterium, Klebsiella und Enterobacter . Ins- 
besondere sind hier folgende Beispiele fiir solche Mikroorganismen 
zu nennen: 

30 Protaminobacter rubrum (CBS 547, 77), Erwinia rhapontici (NCPPB 
1578), Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia marcescens 
(NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides NRKL B-52 If (ATCC 1083 
Oa) . Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (FERM 11808 bzw. PERM BP 
3619), Agrobacterium radiobacter MX-232 (FERM 12397 bzw. FERM BP 

35 3620), Klebsiella subspezies und Enterobacter spezies. 

In einer bevorzugten Aus ftxhrungs form umfasst die NukleinsSure- 
sesequenz kodierend fiir ein Protein mit einer Saccharose- 
isomerase-Aktivitat, Nukleinsauresequenz en, die fur Proteine 
40 mit Saccharoseisomerase-Aktivitat kodieren, wobei die Nuklein- 
sauren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 

i) Nukleinsauresequenzen kodierend ein Protein gema£ 


SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 oder 36 \ind 


45 
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ii) 


NukleinsS-uresequenzen kodierend ein fxinktionelles 
Aquivalent zu einem Protein gemaS SEQ ID NO: 2, 6, 
8, 10, 12, 14, 16, 18 Oder 36 imd 


5 iii) Nukleinsauresec[uenzen kodierend fur fimktionell Squivalente 


Wei t ere Niikleinsauresequenzen, die ftir Proteine mit Saccharose- 
isomerase-Aktivitat kodieren, sind im Stand der Technik bekannt 

10 und stehen deiti Fachmann somit fur den Transfer auf Pf lanzenzellen 
zur Verftigung. So sind z.B. Seq[uenzen aus Protaminobacter rubruiti/ 
Erwinia rhapontici, Enterobacter species SZ 62 und Pseudoiaonas 
mesoacidophila MX-45 in WO 95/20047 beschrieben. Auf die 
Of fenbarung dieser Patentanmeldung wird hiermit ausdrticklich 

15 Bezug genoimnen, sowohl hinsichtlich der offenbarten Sec[uenzen 
selbst, als auch im Hinblick auf die Auffindung und Charakteri- 
sierung dieser xind weiterer Saccharoseisomerase kodierender 
Sequenzen aus anderen Quellen. 

20 Weitere fiir Saccharoseisomerasen kodierende DNA-Sequenzen kann 
der Fachmann u.a. den Gendatenbanken unter Verwendung geeigneter 
Suchprof ile xind Computerprogramme fur das Durchmustern nach homo- 
logen Sequenzen bzw. ftir Sequenzvergleiche entnehmen. Dariiber 
hinaus kann der Fachmann weitere Saccharoseisomerase kodierende 

25 NukleinsSuresequenzen aus anderen Organismen mittels herkomm- 
licher molekularbiologischer Techniken selbst auf finden und 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung einsetzen. So kann der 
Fachmann z.B. geeignete Hybridisierungssonden von den bekannten 
Saccharoseisomerase-Sequenzen ableiten und fur das Durchmustern 

30 von cDNA-und/oder genomischen Banken des jeweils gewunschten 
Organismus, aus dem ein neues Saccharoseisomerase-Gen isoliert 
werden soil, einsetzen. Hierbei kann der Fachmann auf gelaufige 
Hybridisierungs-. Klonierxings- und Sequenzierungsmethoden zuriick- 
greifen (siehe z.B. Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: 

35 A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York) . Ebenso ist der Fachmann 
in der Lage, anhand bekannter Saccharoseisomerase-DNA-Sequenzen 
geeignete - gegebenenf alls degenerierte - Oligonukleotide als 
Primer fiir Klonierungen neuer Gene mittels PCR zu synthetisieren 

40 und erfolgreich einzusetzen. 

Proteine mit Saccharoseisomerase Aktivitat sowie die dafiir 
kodierenden Nukleinsauresequenzen kann der Fachmann in der ihm 
gelS.ufigen Weise unschwer aus solchen Organismen isolieren, in 
45 denen solche AktivitcLten detektiert wurden. Entsprechende Ver- 
fahren sind beschrieben (z.B, DE 44 14 185). So kann z.B. durch 
partiellen Verdau von genomischer DNA eines solchen Organismus 


Fragmente zu einem Protein gemal^ i) und ii) . 
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(bevorzugt eines Mikroorganismus ). \md Einbringen dejr erhaltenen 
Fragmente in geeignete E.coli-Vektoren und Transformation eine 
Genbank gewonnen warden, deren Klone genomische Abschnitte 
zwischen 2 und 15 kb des Spenderorganismus enthalten. Aus E.coli- 
5 Zellen, die diese Plasmide tragen, werden durch Piatt ierung auf 
McConkey-Palatinosemedium solche ausgewah.lt, die eine Rotfarbung 
der Kolonie aufweisen. Die in diesen Zellen enthaltene Plasmid- 
DNA wird in eine E.coli-Mutante iiberfiihrt, die auf Galactose 
als einziger C-Quelle nicht wachsen kann (z,B. ED 8654, Sambrook 

10 et al., supra, Seiten A9-A13) . Diese trans formierte Zelllinie 
ist zur Identif ikation von Palatinoseproduzenten in der wie 
oben beschrieben hergestellten Genbank aus DNA des Spender- 
organismus in der Lage. Zur Identif ikation der gesuchten 
Palatinose-bildenden Klone werden die Zellen der Genkbamk 

15 auf Minimal-Salzmedien mit Galactose und Saccharose vereinzelt 
\ind angezogen. Nach Replika-Stempeln der Kolonien auf Flatten 
mit dem gleichen Medium werden die Zellen durch Bedampf\ing mit 
Toluol abgetStet. ■ AnschlieSend werden Zellen des Screeningstamms 
als Rasen in Minimalsalz-Weichagar ohne C-Quellenzusatz iiber 

20 die Kolonien der Genbank ausgebracht und bebriitet . Es entsteht 
signifikantes Wachstum der Zellen des Screeningstamms nur am 
Ort von Zellen der Genbank, die Palatinose produziert haben. 
Bei Priifung der Zellen der Replikakontrolle ergibt sich der 
Gehalt an Isomerase. Diese so identif izierten E.coli-Klone sind 

25 auf Palatinose als einziger C-Quelle im Medium nicht wachstums- 
fahig, zeigen im Test der ganzen Zellen oder in Zellextrakten 
keine F^iigkeit zur Spaltung von Saccharose, bilden aber unter 
diesen Bedingungen und ohne Zusatz Von Saccharose zum Medium bei 
der Anzucht Palatinose. 

30 

Altemativ kSnnen Isomerase-Klone auch xinter Verwendung eines 
PCR-Fragments identif iziert werden. Verwendet man Plasmid- 
DNA den so identif izierten E . coli-Klonen als Sonden zur 
Hybridisierung an Filtern mit immobilisierter DNA aus dem 
35 Spenderorganismus, lassen sich die Genbereiche, die Isomerase- 
gene tragen, nachweisen und gezielt verftigbar machen. 

Fiinktionelle Aquivalente der im Rahmen dieser Erfindung offen- 
barten Proteine mit Saccharoseisomerase-Aktivitat umfassen 

40 bevorzugt solche aus anderen Organismen, beispielsweise aus 
Mikroorganismen, deren genomische Sequenz ganz oder teilweise 
bekannt ist, wie beispielsweise aus Mikroorganismen der Gattungen 
Protaminobacter, Erwinia, Serratia, Leuconostoc, Pseudomonas, 
Agrobacteri\am, Klebsiella und Enterobacter . Diese konnen z.B. 

45 durch Datenbanksuche in Sequenzdatenbanken wie GenBank oder 

Durchmustern von Gen- oder cDNA-Banken - z.B. unter Verwendung 
der Sequenz gemafi SEQ ID NO: 1 oder eines Teils derselben als 
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Suchsequenz bzw. Sonde - aufgefunden werden. Mutatipnen 
umfassen Substitutionen, Additionen, Deletionen, Inversion 
Oder Insertionen eines oder mehrerer Aiainosaurereste . 


5 So kann der Fachmann, falls einvunscht, zusatzlich mittels 
Routinetechniken, verschiedenartige Mutationen in die die 
Saccharoseisomerase kodierende DNA-Sequenz einfuhren, wodurch 
es zur Synthase von Proteinen mit eventuell verSnderten bio- 
logischen Eigenschaf ten kommt. So ist es z.B. mSglich, gezielt 

10 Enzyme herzustellen, die durch Addition entsprechender Signal- 
sequenzen in bestimmten Koinpartimenten der Pf lanzenzelle 
lokalisiert sind. Derartige Sequenzen sind in der Literatur 
beschrieben und dem Fachmann bekannt (siehe z.B. Braun et al. 
(1992) EMBO J 11:3219-3227; Wolter F et al. (1988) Proc Natl Acad 

15 Sci USA 85:846-850; Sonnewald U et al. (1991) Plant J 1:95-106). 

Weiterhin ist auch die Einfiihrung von Punktmutationen an 
Positionen denkbar, bei denen eine VerSnderving der AminosSure- 
sequenz einen Einfluss beispielsweise auf die EnzymaktivitcLt 

20 Oder die Regulierung des Enzyms hat. Auf diese Weise konnen z.B. 
Mutanten hergestellt werden, die nicht mehr den normalerweise in 
der Zelle herrschenden Regulationsmechaniacaen tiber allosterische 
Regulation oder kovalente Modif izieriing unterliegen. Des weiteren 
konnen Mutanten hergestellt werden, die eine veranderte Substrat- 

25 Oder Produktspezif itat aufweisen. Weiterhin konnen Mutanten her- 
gestellt werden, die ein verandertes Aktivitats-, Temperatur- 
und/oder pH-Profil aufweisen. 

Die Degeneration des genetischen Codes bietet dem Fachmann u.a. 
30 die Moglichkeit, die Nukleotidsequenz der DNA~Sequenz an die 
Codonpraferenz ("codon usage") der Zielpflanze, also der auf- 
grund der Expression der Saccharoseisomerase-NukleinsSuresequenz 
pathogenresistenten Pflanze bzw. Pf lanzenzelle, anzupassen xind 
die Expression dadurch zu optimieren. 

35 

Pur die gentechnische Manipulation in prokaryontischen Zellen 
kSnnen die erf indungsgemafien rekombinanten NukleinsauremolekQle 
Oder Telle davon in Plasmide eingebracht werden, die eine Muta- 
genese oder eine Sequenzveranderiing durch Rekombination von DNA- 

40 Sequenzen erlauben, Mit Hilfe von Standardverf ahren (siehe z.B. 
Sambrook et al. (1989), vide supra) konnen Basenaustausche vor- 
genommen oder nattirliche oder synthetische Sequenzen hinzugeftigt 
werden. Fur die Verbindung der DNA-Fragmente untereinander konnen 
an die Fragmente - wo erforderlich - Adapter oder Linker angefiigt 

45 werden. Femer k6nnen mittels enzymatischer und anderer Mani- 
pulationen passende Restriktionsschnittstellen zur Verfiigung 
gestellt oder uberf liissige DWA oder Restriktionsschnittstellen 
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entfemt warden . Wo Insertionen, Deletionen oder Sij^jstitutionen 


in Frage kommen, konnen in vitro-Mutagenese, "^primer repair*', 
Restriktion oder Ligation verwendet werden. Als Analysemethoden 
werden im allgemeinen Sequenzanalyse, Restriktionssuialyse und 
5 weitere biochemisch-molekularbiologisclie Methoden durchgefiihrt. 

Bevorzugt haben besagte fimktionelle Aquivalente eine Homologie 
von mindestens 40 %, besonders bevorzugt mindestens 50 %, 
besonders bevorzugt mindestens 70 %, am meisten bevorzugt 

10 mindestens 90 % zu einer der Polypeptidseq[uenzen mit der 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36. Dabei 
erstreckt sich die Homologie iiber mindestens 30 Aminosauren, be- 
vorzugt mindestens 60 AminosSuren besonders bevorzugt mindestens 
90 Aminosauren, am meisten bevorzugt uber die gesamte LMnge eines 

15 der Polypeptide gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
20, 22 Oder 36. 

Unter Homologie zwischen zwei Polypeptiden wird die Identitat 
der Aminos^uresequenz iiber die jeweilige Seguenzlange ver- 
20 standen, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus 
GAP (Wisconsin Package Version 10.0, University of Wisconsin, 
Genetics Computer Group (GCG) , Madison, USA) unter Einstellung 
folgender Parameter berechnet wird: 

25 Gap Weight: 8 Length Weight: 2 


Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie von 
30 mindestens 80 % auf Proteinbasis mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 
aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem Vergleich mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 nach obigem Programmalgorithmus mit 
obigem Parametersatz eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. 

35 Funktionelle Aquivalente umfasst auch solche Proteine, die 

durch Nukleinsauresequenzen kodiert werden, die eine Homologie 
von mindestens 40 %, besonders bevorzugt mindestens 50 %, beson- 
ders bevorzugt mindestens 70 %, am meisten bevorzugt mindestens 
90 % zu einer der Nukleinsauresequenzen mit der SEQ ID NO: 1, 3, 

40 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35 haben. Dabei erstreckt 
sich die Homologie iiber mindestens 100 Basen, bevorzugt minde- 
stens 200 Basen besonders bevorzugt mindestens 300 Basen, am mei- 
sten bevorzugt iiber die gesamte Lange einer der Sequenzen gemaS 
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35. 


Average Match: 2,912 


Average Mismatch: -2 , 003 


45 
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Unter Homologie zwischen zwei Nukleinsauresequenzen wird die 
IdentitS-t der beiden Nukleinsaureseqrxenzen tiber die jeweilige 
Sequenzlange verstanden, die durch Vergleich rait Hilfe des 
Prograitimalgorithmus GAP (Wisconsin Package Version 10*0, 
5 University of Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG) , Madison, 
USA; Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389ff) unter 
Einstellung folgender Parameter berechnet wird: 

Gap Weight: 50 Length Weight: 3 


Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie 
von mindestens 80 % auf NxikleinsSurebasis mit der Sequenz 
15 SEQ ID NO: 1 aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem 
Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 nach obigem Prograiran- 
algorithmus mit obigem Paramet ersatz eine Homologie von min- 
destens 80 % aufweist. 

20 Funktionelle Aquivalente umfasst auch solche Proteine, die 

durch Nukleins^uresequenzen kodiert werden, die unter Standard- 
bedingiingen mit einer der durch SEQ ID NO: 1, 3, 5, 1, 9, 11, 
13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 beschriebenen NukleinsSuresequenz , der 
zu dieser komplementaren Nukleinsauresequenz oder Teilen der vor- 

25 genannten hybridisieren imd die wesentlichen Eigenschaf ten einer 
Saacharoseisomerase aufweisen . 

"^StcLndardhybridisierxmgsbedingimgen" ist breit zu verstehen und 
meint stringente als auch weniger stringente Hybridisierungs- 

30 bedingungen. Solche Hybridisier\mgsbedingungen sind umter anderem 
bei Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T et al., in Molecular 
Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57) oder in Current Pro- 
tocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989) , 

35 6 . 3 . 1-6 . 3 . 6 ♦ ) beschrieben. 

Beispielhaft konnen die Bedingxingen wahrend des Waschschrittes 
ausgew&hlt sein aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von 
solchen mit geringer Stringenz (mit ungefahr 2X SSC bei 50*^C) und 

40 solchen mit hoher Stringenz (mit ungefahr 0,2X SSC bei 50*^0 bevor- 
zugt bei 65*^0 (2 OX SSC: 0,3 M Natriumcitrat , 3 M NaCl, pH 7,0). 
Dartiber hinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von 
niedrig stringenten Bedingxingen bei Raumtemperatur , ungefahr 22*^C, 
bis zu starker stringenten Bedingungen bei ungefahr 65°C angehoben 

45 werden. Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen 
gleichzeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Para- 
meter konstant gehalten und nur der andere variiert werden. 


10 


Average Match: 10 


Average Mismatch: 0 
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Wahrend der Hybridisierung konnen auch denaturierende Agenzien 
wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegen- 
wart von 50 % Formamid wird die Hybridisierung bevorzugt bei 42®C 
ausgeftihrt- Einige beispielhaf te Bedingungen fOr Hybridisierxmg 
5 und Waschschritt sind infolge gegeben: 

(1) Hybridisierungbedingungen zum Beispiel aus nachf olgenden 
Bedingungen ausgewcLhlt sein: 

10 a) 4X SSC bei 65^C, 

b) 6X SSC bei 45''C, 

c) 6X SSC, 100 \xg/ml denaturierter , f ragmentierte Fisch- 
sperma-DNA bei 68^C, 

f) 50 % Formamid, 4X SSC bei 42'*C, 
15 h) 2X Oder 4X SSC bei SC^C (schwach stringente Bedingung) , 

i) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42''C (schwach 
stringente Bedingimg) . 

(2) Waschschritte konnen ziom Beispiel aus nachf olgenden 
20 Bedingungen ausgewahlt sein: 

a) 0,015 MNaCl/0,0015 M Natriumcitrat/0, 1 % SDS bei 50'C. 

b) 0,1X SSC bei 65°C. 

c) 0,1X SSC, 0,5 % SDS bei SS'^C. 

25 d) 0,1X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42''C. 

e) 0,2X SSC, 0,1 % SDS bei 42**C. 

f ) 2X SSC bei 65**C (schwach stringente Bedingung) . 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form xnafasst die Nukleinsaure- 
30 sesequenz kodierend fur ein Protein mit einer Saccharose- 
isomerase-Aktivitat , NukleinsSuresequenzen, die fiir Proteine 
mit Saccharoseisomerase-Aktivitat kodierend, wobei die Nuklein- 
sauren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 

35 a) Nukleinsauresequenzen kodierend eine Aminosaureseq[uenz gemafi 
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36, 
und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fiir Proteine mit einer Homo- 
40 logie von mindestens 40 % zu der Sequenz gemafi SEQ ID NO: 2, 

4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36 aufweisen, und 


c) 

45 


Nukleinsauresec[uenzen gemSS SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 17, 19, 21 Oder 35, und 
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d) Nukleins^uresequenzen, die zu einer Nukleinsauresesequenz von 
c) degeneriert ist, xmd 


e) Niikleinsauresequeixzen, die eine Homologie von mindestens 40 % 
5 zu einer NukleinsSuresequenz gemas SEQ ID No: 1, 3, 5, 1 , 9, 

11, 13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 aufweisen, imd 


f) Nukleinsaxiresequenzen, die mit einem komplementaren Strang 
der Nukleinsauresequenz gemaS SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
10 13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 hybridisieren. 


sowie fiinktionell aquivalenten Fragmenten der vorgenannten, 

Funktionell a<iuivalente Fragmente meint in Bezug auf ein Protein 
15 mit Saccharoseisomerase-Aktivitat bzw. eine Nukleinsauresequenz 
kodierend ftir eine seiche, all solche Polypeptide bzw. fiir diese 
kodierenden Nukleinsauresesequenz, die gegentiber ihxer Ausgangs- 
seqn^enz eine Verktirzimg am 5'- und/oder 3'-Ende und/oder eine 
Oder mehrere Deletionen aufweisen, aber nach wie vor iiber eine 
20 Saccharoseisomerase-Aktivitat verfiigen, bzw. fur ein Protein 
mit derselben kodieren. Hierbei ist zum einen die Erzeugung 
von Deletionsmutanten mSglich, bei denen diirch f ortschreitende 
Deletion vom 5 ' - oder vom 3 ' -Ende der kodierenden DNA-Sequenz 
die Synthese entsprechend verkilrzter Proteine erreicht werden 
25 kann. 


Wie oben erw^hnt, konnen die kodierenden Sequenzen tixr Saccha- 
roseisomerasen auch durch Signalsequenzen ergSnzt sein, die ftir 
den Transport des Genprodukts, also vorliegend des Proteins mit 
30 Saccharoseisomerase-Aktivitat, zu einem bestimmten Kompartiment 
s or gen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung sorgen Signal- 
sequenzen dafiir, dass die Saccharoseisomerase in die Zellwand 

35 bzw. den Apoplasten der trans formier ten Pf lanzenzellen trans- 

portiert wird, d.h. die trans formier ten Pflanzen exprimieren eine 
chdLmSre Saccharoseisomerase, die ein Signalpeptid fur den Trans- 
port in das Endoplasmatische Retikulum umfasst. Geeignete Signal- 
seq[uenzen, die die Aufnahme in das Endoplasmatische Retikulum 

40 gewahrleisten/ kann der Fachmann der einschlagigen Literatur 

entnehmen. Besonders geeignet ist z.B. die f-Qr das Signalpeptid 
des Proteinase-Inhibitor II-Gens aus Kartoffel kodierende 
Secjuenz (Keil et al. (1996) Nucl Acids Res 14:5641-5650; Gen- 
bank Accession No. X04118) . Andere geeignete Signalsequenzen 

45 sorgen z.B. fiir die Aufnahme der Saccharoseisomerase in die 

Vakuole. Hier ist als Beispiel das Signalpeptid des Patatin-Gens 
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aus Kartoffel (Sonnewald U et al. (1991) Plant J l(i) :95-106) zu 


"Pathogenresistenz'' meint das Vermindem oder Abschwachen von 
5 Krankheitssymptomen einer Pflanze infolge eines Befalls durch 

ein Pathogen. Die Symptoitie konnen vielfal tiger Art sein, \imfassen 
aber bevorzugt solche die direkt oder indirekt zu einer Beein- 
trSchtigung der Qualitat der Pflanze, der Quantitat des Ertrages, 
der Eignung zur Verwendting als Putter- oder Nahrungsmittel 
10 fiihren oder aber auch Aussaat, Anbau, Emte oder Prozessierung 
des Emtegutes erschweren, 

"^Verleihen" , ^'bestehen" , "erzeugen" oder "'erhOhen'' einer Patho- 
genresistenz meint, dass die Abwehrmechanismen einer bestimmten 

15 Pf lanzenart oder -sorte durch Anwendxing des erf indungsgemaSen 
Verfahrens im Vergleich zu dem Wildtyp der Pflanze ("Ausgangs- 
pflanze" ) , auf den das erf indungsgemafie Verf ahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonsten gleichen Bedingungen (wie bei- 
spielsweise Klima- oder Anbaubedingxmgen, Pathogenart etc.) eine 

20 erhohte Resistenz gegen ein oder mehrere Pathogene aufweist, 

Dabei aufiert sich die erhohte Resistenz bevorzugt in einer ver- 
minderten Auspragung der Krankheitssymptome, wobei Krankheits- 
symptome - neben den oben erw^hnten Beeintrachtigungen - auch 
beispielsweise die Penetrationsef f izienz eines Pathogens in die 

25 Pflanze oder pflanzliche Zellen oder die Proliferationseff izienz 
in Oder auf denselben umfasst. Dabei sind die Krankheitssymptome 
bevorzugt urn mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders 
bevorzugt uiti mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt 
urn mindestens 70 % oder 80 %, am meisten bevorzugt urn mindestens 

30 90 % Oder 95 % vermindert. 

'"Auswahl" lamfasst in Bezug auf Pflanzen, bei denen - im Unter- 
schied oder Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen besteht oder erhoht ist, all die Ver- 

35 fahren, die eine zur Erkennung einer vorliegenden oder erhahten 
Pathogenresistenz geeignet sind. Dies kdnnen Symptome der 
Pathogeninf ektion sein (z.B. Haustorium-Ausbildtjmg bei Pilz- 
infektion) aber auch die oben beschriebenen Symptome umfassen, 
die die Qualitat der Pflanze, die Quantitat des Ertrages, die 

40 Eignung zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel usw. 
betreff en. 

^'Pathogen" meint im Rahmen der Erfindiing beispielsweise jedoch 
nicht einschrankend Pilze, pilzShnliche Pathogene (wie beispiels- 
45 weise Chromista; z.B. Oomyceten) sowie tierische Schadlinge wie 
beispielsweise Nematoden. Besonders bevorzugt sind Nematoden 
land Pilze. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Expression eines 


nennen . 
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Saccharoseisomerase-Proteins auch eine Resistenz ge^en weitere 
Pathogene bewirkt* 

Beispielsweise jedoch nicht einschrSnkend seien nachfolgende 
5 Pathogene zu nezinen: 


1. Pilzpathogene und pilzahnliche Pathogene: 


Pilzpathogene iind pilzahnliche Pathogene (wie z.B. Chromista) 
10 xomfassen biotrophe, heitiibiotrophe xind nekrotrophe Pilze und 

stammen vorzugsweise aus der Gruppe iimfassend Plasmodiophora- 
mycota, Oomycota, Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomyceten, 
Basidiomycota und Deuteromyceten (Fungi imperfecti) . Bei- 
spielhaft jedoch nicht einschrSnkend seien die in Tabelle 1 
15 und 2 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammenhang 

gebrachten Erkrankungen zu nennen. 

Tabelle 1: Pflanzliche Pilzerkrankungen 


20 


30 


40 


Erkreoxkung 

Pathogen 

Braunrost 

Puccinia recondita 

Gelbrost 

P. striiformis 

Echter Mehltau 

Erysiphe graminis 

Spe 1 z enbr aione 

Septoria nodoriim 

Blattdtirre 

Septoria tritici 

Jihrenfusariosen 

Fusarium spp. 

Halmbruchkr ankhe i t 

Pseudocercosporella herpotrichoides 

Flugbrand 

Ustilago spp. 

Wei z ens t einbr and 

Tilletia caries 

S chwar zbeinigke i t 

Gaexunannomyces graminis ' 

Anthrocnose leaf blight 
Anthracnose stalk rot 

Colletotrichum graminicola (tele- 
omorph: Glomerella graminicola 
Politis) ; Glomerella tucxnaanensis 
(anamorph: Glomerella falcatum Went) 

Aspergillus ear and 
kernel rot 

Aspergillus flavus 

Banded leaf and sheath 
spot ( "Wurzeltoter " ) 

Rhizoctonia solcoii Kuhn = Rhizoctonia 
microsclerotia J. Matz (telomorph: 
Thanatephorus cucumeris ) 

Black bundle disease 

Acremonium s trie turn W. Gams = 
Cephalosporium acremonium Auct. non 
Corda 

Black kernel rot 

Lasiodiplodia theobromae = 

Botryodiplodia theobromae 

Borde bianco 

Marasmiellus sp . 


wo 2004/005504 



►2003/007027 


16 


10 


15 


Erkranlcung 

Palrhogen 

Brown spot (black spot, 
stalk rot) 

Physodenna maydis 

Cephalosporiiun kernel 
rot 

Acremonium strictum = Cephalosporiiiia 

a c r emon i urn 

Charcoal rot 

Macrophomina phaseolina 

Corticiixm ear rot 

Thanatephorus cucumeris = 
Corticium sasakii 

Curvularia leaf spot 

Curvularia clavata, C. eragrostidis, = 
C. maculans (teleomorph: Cochliobolus 
eragrostidis), Curvularia inaequalis, 
C. intermedia (teleomorph: Coch- 
liobolus intermedius ) , Cuirvularia 
lunata (teleomorph: Cochliobolus 
jLunai^us 7 , i^uzvu-Laz^jLa paxj.escens luexe— 
omorph: Cochliobolus pallescens) , 
Curvularia senegalensis, C. tuber- 
culata (teleomorph: Cochliobolus 
tuberculatus ) 

Didymella leaf spot 

Didymella exitalis 

Diplodia ear rot and 
stalk rot 

Diplodia frumenti (teleomorph: 
Botryosphaeria festucae) 

Diplodia ear rot, stalk 
rot, seed rot and seed- 
ling blight 

Diplodia maydis = 
Stenocarpella maydis 

Diplodia leaf spot or 
streak 

Stenocarpella macrospora = 
Diplodialeaf macrospora 


TeOaelle 2: Falscher Mehltau (Ooioyceten) 


30 


35 


45 


Erkrankung 

Pathogen 

Brown stripe downy 
mildew 

Sclerophthora rayssiae var. zeae 

Crazy top downy mildew 

Sclerophthora macrospora = 
Sclerospora macrospora 

Green ear downy mi 
Idew (graminicola downy 
mildew) 

Sclerospora graminicola 

Java downy mildew 

Peronosclerospora maydis = 
Sclerospora maydis 

Philippine downy mildew 

Peronosclerospora philippinensis = 
Sclerospora philippinensis 

Sorghum downy mildew 

Peronosclerospora sorghi = 
Sclerospora sorghi 

Spontanexm downy mildew 

Peronosclerospora spontanea = 
Sclerospora spontanea 

Sugar c cine downy mildew 

Peronosclerospora sacchari = 
Sclerospora sacchari 
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30 


35 


40 


Erkrankung 

Pathogen 

Diry ear rot (cob, 
kernel and stalk rot) 

Nigrospora oryzae 
(teleomorph: Khuskia oryzae) 

Ear rotS/ minor 

Alternaria alternata = A. tenuis, 
Aspergillus glaucus, A. niger, 
Aspergillus spp. , Botrytis cinerea 
(teleomorph: Botryotinia fuckeliana) , 
Cunninghamella sp . , 
Curvularia pallescens, 
Doratomyces stemonitis = 
Cephalotrichum stemonitis, 
Fusarixam culmorxxm, 
Gonatobotrys simplex, 

Rhizopus microsporus Tiegh. , 
R, stolonifer = R, nigricans, 
Scopulariopsis br-umptii 

Ergot (horse ' s tooth) 

Claviceps gigantea 
(anamorph: Sphacelia sp.) 

Eyespot 

Aureobasidium zeae = Kabatiella zeae 

Fusarium ear and stalk 

rot 

Fusari\am subglutinans = 

F. moniliforme var, subglutinans 

Fusarium kernel, root 
and stalk rot, seed rot 
and seedling blight 

Fusarium moniliforme 

(teleomorph: Gibberella fujikuroi) 

Fusarium stalk rot, 
seedling root rot 

Fusarium avenaceum 

(teleomorph: Gibberlla avenacea) 

Gibberella ear and stalk 
rot 

(Ahren- u. Stengelf S.ule) 

Gibberella zeae 

(anamorph: Fusarium graminearum) 

Gray ear rot 

Botryosphaeria zeae = Physalospora 
zeae (anamorph: Macrophoma zeae) 

Gray leaf spot 
(Cercospora leaf spot) 

Cercospora sorghi = C. sorghi var. 
maydi s , C . z eae-maydi s 

fits JLXllJLAli>*iKllM'i9^wa. -L ULLIL JmSJKJK^ 

rot 

thosporilim pedicellatum (teleomorph: 
Setosphaeria pedicellata) 

Hormodendrvtm ear rot 
(Cladosporium rot) 

Cladosporium cladosporioides = Hormo- 
dendrum cladosporioides, C. herbarrun 
(teleomorph: Mycosphaerella tassiana) 

Hyalothyridixxm leaf spot 

Hyalothyridium maydis 

Late wilt 

Cephalosporium maydis 
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20 


Erkrankimg 

Patbogen 

Leaf spots, minor 
• 

Altemaria alternata, 
Ascochyta maydis, A. tritici, 
A. zeicola, Bipolaris victoriae = 
Helminthosporium victoriae 
(teleomorph: Cochliobolus victoriae) , 
C. sativus (anamorph: Bipolaris 
sorokiniana . = H . sorokinianmn = 
H. sativum) , Epicoccum nigrum, 
Exserohilum prolatum = Drechslera 
prolata (teleomorph; Setosphaeria 
prolata) 

Graphium penicillioides , 
Leptosphaeria maydis, Leptothyrium 
zeae, Ophiosphaerella herpotricha, 
(anamorph: Scolecosporiella sp.), 

Septoria zeae, S. zeicola, 
S . zeina 

TJoirtliQarri com leaf 
blight (white blast, 
crown stalk rot, stripe) 

Exserohilum turcicum = Helmin- 
thosporium turcicum) 

Northern corn leaf spot 
Helminthosporiujtn ear rot 
(race 1) 

Cochliobolus carbonum (anamorph: 
Bipolaris zeicola = Helminthosporium 
carbonum) 

Penicillium ear rot 
(blue eye, blue mold) 

Penicillivim spp., P. chrysogeniam, 
P. expansum, P. oxalicum 

Phaeocyt OS troma stalk 
rot and root rot 

Phaeocytos troma ambiguum, = Phaeocyto- 
sporella zeae 

Phaeosphaeria leaf spot 

Phaeosphaeria maydis = Sphaemilina 
maydis 

Physalospora ear rot 
(Botryosphaeria ear rot) 

Botryosphaeria festucae = Physalospora 
zeicola (anamorph: Diplodia frumenti) 

Purple leaf sheath 

Hemiparasitic bacteria and ftingi 

Pyrenochaeta stalk rot 
and root rot 

Phoma terras tr is = 
Pyrenochaeta terrestris 

Pythixam root rot 

Pythium spp . , P . arrhenomanes , 
P. graminicola 

Pythium stalk rot 

Pythium aphanidermatum = 
P. butleri 

Red kernel disease (ear 
mold, leaf and seed rot) 

Epicoccimi nigrum 

Rhizoctonia ear rot 
(sclerotial rot) 

Rhizoctonia zeae (teleomorph: Waitea 

circinata) 

Rhizoctonia root rot and 
stalk rot 

Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae 


45 
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10 


15 


20 


35 


Ear3crazikun9 

Patliogen 

Root rots, minor 

Altemaria alternata, Cercospora 
sorghi, Dictochaeta fertilis, Fusarixm 
acuminatum ( teleomorph : Gibberella 
acuminata) , F. equiseti (teleomorph: 
G . intr icans ) , F . oxysporum , 

F. pallidoroseum, F. poae, F. roseum, 

G. cyanogena, (anamorph: F, sulphu- 
reum) , Microdochium bolleyi, Mucor 
sp., Periconia circinata, Phytophthora 
cactorum, P. drechsleri, P. nicotianae 
var. parasitica, Rhizopus arrhizus 

Rostratum leaf spot 
(Helminthosporium leaf 
disease, ear and stalk 
rot) 

Setosphaeria rostrata, (anamorph: 
Exserohilum rostratum = He/mintho- 
sporium rostratum) 

Rust, coinmon com 

Puccinia sorghi 

Rust, southern corn 

Puccinia polysora 

Rust, tropical corn 

Physopella pallescens, P. zeae = 
Angiopsora zeae 

Scleroti\am ear rot (sou- 
thern blight) 

Sclerotium rolfsii Sacc. (teleomorph: 
Athelia rolfsii) 

Seed rot-seedling blight 

Bipolaris sorokiniana, B. zeicola = 
Helminthosporium carbonxmi, Diplodia 
maydis, Exserohilum pedicillatum, 
Exserohilum turcicum = Helmintho- 
sporixxm turcicum, Fusaritxtn avenaceum, 
F. culmorum, F. moniliforme, Gibbe- 

Macrophomina phaseolina, Penicillium 
spp., Phomopsis sp. , Pythium spp., 
Rhizoctonia solani, R. zeae, Sclero- 
tium rolfsii, Spicaria sp. 

Selenophoma leaf spot 

Selenophoma sp. 

Sheath rot 

Gaeumannomyces graminis 

Shuck rot 

Myrothecium gramineum 

Silage mold. 

Monascus purpureus, M ruber 

Smut, coramon 

Ustilago zeae = U. maydis 

Smut, false 

Ustilaginoidea virens 

Smut , head 

Sphacelotheca reiliana = Sporisorium 
holcisorghi 

Southern com leaf 
blight and stalk rot 

Cochliobolus heterostrophus (anamorph: 
Bipolaris maydis = Helminthosporium 
maydis) 

Southern leaf spot 

Stenocarpella macrospora = Diplodia 
macrospora 
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10 


15 


Erkrankung 

Pat:ho0en 

Stalk rots, minor 

Cercospora sorghi, Fusari\am episphae- 
ria, F. merismoides , F. oxysporum 
Schlechtend, F. poae, F. roseum, 
F- solani (teleoitioriDh.* Nectr^ia haema— 
tococca) , F, tricinctum, Mariannaea 
elegans, Mucor sp., Rhopographus zeae, 
Spicaria sp. 

Storage rots 

Aspergillus spp., Penicillixxm spp. and 
other fungi 

Tar spot 

Phyllachora maydis 

Trichodenna ear rot and 
root rot 

Trichoderma viride = T. lignoriam tele- 
omorph : Hypocrea sp . 

White ear rot, root and 
stalk rot 

Stenocarpella maydis = Diplodia zeae 

Yellow leaf blight 

Ascochyta ischaemi, Phyllosticta 
maydis (teleomorph: Mycosphaerella 
zeae-maydis) 

Zonate leaf spot 

Gloeocercospora sorghi 


20 

Besonders bevorzugt sind 


- Plasmodiophoromycota wie Plasmodiophora brassicae (Kohl- 
hernie, clubroot of crucifers) , Spongospora subterranea 

25 (powdery scab of potato tubers), Polymyxa graminis (root 

disease of cereals and grasses), 

- Oomycota wie Bremia lactucae (Falscher Mehltau an 
Salat) , Peronospora (Falscher Mehltau) bei Lowenmaul 

30 (P. antirrhini), Zwiebel (P. destructor), Spinat (P. ef fusa) , 

Sojabohne (P. manchurica) , Tabak Cblue mold*' = Blauschimmel ; 
P. tabacina) Alfalfa und Klee (P. trifolium) , Pseudo- 
peronospora humuli (Falscher Mehltau an Hopfen) , Plasmopara 
(Falscher Mehltau bei Traxiben) (P. viticola) und Sonnenblume 

35 (P. halstedii) , Sclerophtohra macrospora (Falscher Mehltau 

bei Cerealien und Grasern) , Pythixim (seed rot, seedling 
damping-off, and root rot and all types of plants, z.B. 
Wurzelbrand an Beta-Riibe durch P. debaryanum) , Phytophthora 
infestans (Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffel, Braiinf^ule 

40 bei Tomate etc.)/ Albugo spec, (white rust on ciruciferous 

plants . 


- Ascomycota wie Microdochium nivale (Schneeschimmei an Roggen 
\md Weizen) , Fusarium gramineanam, Fusarium culmorum (Ahren- 
45 f§.ule v.a. bei Weizen) , Fusarium oxysporum (Fusarixim-Welke an 

Tomate), Blxjmeria graminis (Echter Mehltau an Gerste (f.sp. 
hordei) und Weizen (f.sp. tritici) ) , Erysiphe pisi (Erbsen- 
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mehltau) , Nectria galligena (Obstbaumkrebs) , Unicnula necator 
(Echter Mehltau der Weinrebe) , Pseudopeziza tracheiphila 
(Roter Brenner der Weinrebe) , Claviceps purpurea (Mutter- 
korn an z.B, Roggen und GrMsern) , Gaeuiaannomyces graminis 
5 (Schwarzbeinigkeit an Weizen, Roggen u,a. Grasem) , Magna- 

porthe grisea (rice blast disease) , Pyrenophora graminea 
(Streifenkranlcheit an Gerste) , Pyrenophora teres (Netz- 
f leckenkrankheit an Gerste) , Pyrenophora tritici-repentis 
(Blattfleckenkrankheit (Blattdiirre) an Weizen) , Venturia 
10 inaequalis (Apf elschorf ) , Sclerotinia sclerotium (WeiS- 

stengeligkeit, Rapskrebs) , Pseudopeziza medicaginis (Klappen- 
schorf an Luzerne, WeiJS- und Rotklee) . 

Basidiomyceten wie Typhula incamata (Typhula-Faule an 
Gerste, Roggen, Weizen) , Us til ago maydis (Beulenbrand an 
Mais), Ustiiago nuda (Flugbrand an Gerste), Ustilago tritici 
(Flugbrand an Weizen, Dinkel) , Ustilago avenae (Flugbrand 
an Hafer) , Rhizoctonia solani (WurzeltSter an Kartof feln) , 
Sphacelotheca spp. (head smut of sorghum) , Melampsora lini 
(3rust of flax) , Puccinia graminis (Schwarzrost an Weizen, 
Gerste, Roggen, Hafer) , Puccinia recondita (Braunrost an 
Weizen) , Puccinia dispersa (Braxmrost an Roggen) , Puccinia 
hordei (Braunrost an Gerste) , Puccinia coronata (Kronenrost 
an Hafer) , Puccinia striiformis (Gelbrost an Weizen, Gerste, 
Roggen sowie zahlreichen Grasern) , Uromyces appendiculatus 
(Bohnenrost) , Sclerotium rolfsii (root and stem rots of many 
plants) . 


15 


20 


25 


- Deuteromyceten (Fungi imperfecti) wie Septoria nodorum 
30 (Spelzenbravme) an Weizen (Septoria tritici) , Pseudocerco- 

sporella herpotrichoides (Halmbruchkranldaeit an Weizen, 
Gerste, Roggen), Rynchosporium secalis (Blattfleckenkrankheit 
an Roggen und Gerste) , Alternaria solani (Diirrf leckenkrank- 
heit an Kartof f el, Tomate) , Phoma betae (Wurzelbrand an Beta- 
35 RObe) , Cercospora beticola (Cercospora-Blattf leckenkrankheit 

an Beta-Riibe) , (Alternaria brassicae (Rapsschw^rze an Raps, 
Kohl u.a. Kreuzbliitlern) , Verticillium dahliae (Rapswelke xind 
-Stengel faule) , Collet otrichum lindemuthianum (Brennf lecken- 
krankheit an Bohne) , Phoma lingam - Umf allkrankheit (Schwarz- 
40 beinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder StengelfSule an Raps), 

Botrytis cinerea (Grauschimmel an Weinrebe, Erdbeere, Tomate, 
Hopf en etc . ) , 


Am meisten bevorzugt sind Phytophthora infestans (Kraut- und 
45 Knollenfaule, BraunfSule bei Tomate etc.), Microdochium nivale 
(vormals Fusarixam nivale; Schneeschimmel an Roggen und Weizen) , 
Fusariiam gramineariim, Fusarium culmorum (Ahrenfaule an Weizen) , 
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Fusariirai oxysporxun (Fusarium-Welke an Toitiate) , Bltuaeria graminis 
(Echter Mehltau an Gerste (f .sp. hordei) und Weizeh (f .sp. tri- 
tici))/ Magnaporthe grisea (rice blasts disease), Sclerotixiia 
sclerotixom (Weifistengeligkeit, Rapskrebs) , Septoria nodorxxm und 
5 Septoria tritici (Spelzenbraiine an Weizen) , Alternaria brassicae 
(Rapsscbwarze an Raps, Kohl u.a. Kreuzbliitlem) , Phoma lingain 
(Umfallkrankheit, Schwarzbeinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder 
Stengelfaule axi Raps) . 


10 2. Tierische Schadlinge 


Bei den im Rahmen dieser Erf indxrng als zur Bekampfung bevorzugten 
pflcinzensch^digenden Nematoden sind folgende Gruppen bespielhaft 
- jedoch nicht einschrSnkend - zu nennen: 

a) Freilebende, wandernde Wurzelnematoden: (z.B. Pratylenchus , 
Xiphinema und Longidorus-Arten) . 


Wandemden Nematoden sind nicht an eine Parasitierimgsstelle ge- 
20 bunden, sondern konnen diese wechseln, Sie konnen von einer Wur- 
zel zur anderen, von einer Pflanze zur anderen und zum Teil auch 
im Pflanzengewebe wandem. Lange Zeit hat man ihre Bedeutung als 
Schadlinge unterschatzt : Heute zahlen sie zu den tiberaus gefahr- 
lichen pf lanzenschadigenden Nematoden. Viele Wachstumsschaden 
25 (auch sog. "Bodenmudigkeif ) und f riihzeitiges Vergilben der Kul- 
tuirpflanzen konnten auf derartige Wurz el schadlinge zuruckgefuhrt 
werden. Vor allem Pratylenchus Arten sind auch im Zierpf lanzenbau 
als Ursache hef tiger Wurzelschaden bekannt* Erkrankte Wurzeln 
sind daran zu erkennen, dass sie stellenweise braune Verfarbungen 
30 aufweisen. In die hervorgeruf enen Wunden dringen nachtraglich 

auch FSulnisorgcuaismen ein, die ein rasches Absterben des Gewebes 
und tiefgehende Faulnis an diesen Stellen zxir Folge haben, Wirts- 
pflanzen sind unter anderen: div. Getreidearten, Erd^pfel, Karot- 
ten, Paradeiser, Gurken, Sellerie und Wein. 

35 

b) Wurzelgallenerzeugende Nematoden (z.B. Meloidogyne- Arten) 

Die Larven dieser Arten bohren sich meist nahe der Spitze in die 
Wurzeln ein xrnd verursachen durch Ausscheidxmgen ihrer Speichel- 

40 driisen Verdickungen (Gallen) des sie umgebenden Pf lanzengewebes . 
In diesen Gallen iiberdauern sie und gelangen entweder aktiv oder 
nach Zerfall der Gallen wieder in den Boden zuruck. Die Storung 
im Stof fwechsel der Pflanze infolge des Schadlingsbef alls macht 
sich in mehr oder weniger kiimmerlichem Wuchs und allgemeinem 

45 Krankeln der Pflanze bemerkbar. WurzelgallenSlchen zShlen vor al- 
lem in Gewachshausem zu den groSten Schadlingen, wurden aber 
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auch im Freiland an Karotten, Sellerie imd PetersiljLe nachgewie- 
sen. 

c) Nematoden als Schadlinge der Bltttenanlagen: (Anguina tritici 

5 

Das Weizenalchen ist ein spezialisierter Parasit der Bliitenanlage 
des Weizens, die sie in Gallen umwandelt, Bereits im jTingstadiiim 
der Pf lanze ist der Nematodentoefall an den Wellungen oder KrMuse- 
Ixmgen der Blatter zu erkennen. 

10 

d) Zystenbildende Wurzelnematoden: (Globodera- und Heterodera- 
Arten) 

Das Kartof felzystenaichen ist der Kartof felfeind Nummer 1. Diese 

15 Art tibertrifft hinsichtlich ihrer Schadlichkeit alle anderen He- 
t er Oder a-Ar ten und kann bei massiven Ausbruch bis zu 80% der 
Emte vernichten. Nach dem Befall mit zystenbildenden Nematoden 
kikninert die Pflanze ohne Mu&erlich erkennbare Ursache. Erst wenn 
man die Wurzeln xintersucht, erkennt man stecknadelkopfgrofie, 

20 braiinlich, gelbe oder weiSliche Zysten. Die weiblichen Nematoden 
bohren sich in die Wxirzel und sprengen durch ihren mit Eiern ge- 
fiillten und dadurch anschwellenden Hinterleib die Wurzel. Der Ne- 
matode steckt mit seinem Mxmdstachel noch in der Wurzel, w^hrend 
der prall gefiillte Hinterleib im Erdreich liegt. Das Muttertier 

25 stirbt und seine sich verf estigende Haut wird zur Schutzhiille 

(Zyste) fiir die Eier und Larven. Die Zysten samt Inhalt sind sehr 
wiederstandsfahig und koimen lange Zeit tiberdauem. Bei geeigne- 
ten Umweltbedingxingen bohren sich die Larven ins Freie und befal- 
len neue Wurzeln. Die wichtigsten zystenbildende Nematoden sind 

30 Kartof f el-, Rtiben-, Hafer-, Erbsen-, Klee-, Kohl-, Hopfen-, Moh- 
renzystenaichen (Untersuchung auf Kartof f el zystennematoden siehe 
auch unter: http://www.bfl.at/)" 

Als tierische Schadlinge sind insbesondere Nematoden bevorzugt. 
35 Beispielhaft jedoch nicht einschrSnkend seien die in Tabelle 3 
genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammenhang gebrachten 
Erkrankungen zu nennen. 


Tabelle 3 : Parasitare Nematoden 


Scb&dlguncr 

Pa^liogene Nematode 

Awl 

Dolichodorus spp . , D. heterocephalus 

Stengel- oder Stockalchen, 
Rtibenkopf alchen 
("Bulb and stem"; Europe) 

Ditylenchus dipsaci 

Burrowing 

Radopholus s imi lis 
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15 


SchiLdigung' 

Paliliogene STematode. 

Haf erzystenaichen ( "Cysf ) 

Heterodera avenae, H. zeae, Puncto- 
<iera chalcoensis 

uay y ex 

Xlplxlnexna spp. / X. amerlcanuicif X. 
medl t err anexim 

False root-knot 

Nacobbus dorsalls 

Lance, Columbia 

Hoplolalmus coluinbus 

Lance 

Hoplolalmus spp. , H. galeatus 

Lesion 

Pratylenchus spp . , P . brachyurus , P . 
crenatus, P. hexlnclsus, P. neglec- 
tus, P. penetrans, P. scrlbnerl, P. 
unomei / Jr. zeae 

iMeedJ.e 

ijongia.orus spp . , jli . orevxannuxacus 


(wjrxcoixeniexxa spp • / • omaua 

Wurzelgallenaichen 
("Root-knot") 

Meloldogyne spp., M. chltwoodl, M. 
Incognita, M, javanlca 

Spiral 

Hellcotylenchus spp. 

Sting 

Belonolalmus spp., B. longicaudatus 

Stixbby-root 

Paratrlchodorus spp., P, chrlstlel, 
P. minor, Qulnlsulclus acutus, Trl- 
chodorus spp. 

Stunt 

Tylenchorhynchus dxablus 


Ganz besonders bevorzugt sind Globodera rostochiensls und 
G. pallida (Zystenalchen an Kartoffel, Tomate u.a. Nachtschatten- 
gewachsen) , Heterodera schachtll (Rubenzystenalchen an Zucker- 
und FutterrObe, Raps, Kohl etc.), Heterodera avenae (Hafer- 
zystenaichen an Hafer u.a. Getreldearten) , Dltylenchus dlpsacl 
(Stengel- oder Stockalchen, Rubenkopf alchen an Roggen, Hafer, 
Mais, Klee, Tabak, Rube), Angulna trltlcl (Welzenalchen, Rade- 
krankhelt an Welzen (Dlnkel, Roggen) , Meloldogyne hapla (Wurzel- 
gallenalchen an M6hre, Gurke, Salat, Tomate, Kartoffel, Zucker- 
rtibe, Luzerne) . 

Bevorzugt wlrd In den elnzelnen Pf lanzenarten elne Reslstenz 
gegen nacbf olgende belsplelhaft genannte Pllzpathogene erzlelt: 


40 1. Gerste: Pucclnla gramlnls f.sp. hordel (barley stem rust), 
Blumerla (Erysiphe) gramlnls f.sp. hordel (Barley Powdery 
Mildew) . 


2. Sojabohne: Phytophthora megasperma f sp . glyclnea , Macrophomlna 
45 phaseollna, Rhlzoctonla solanl, Sclerotinla sclerotiorum, 

Fusarlum oxysporum, Dlaporthe phaseolorum var. sojae (Phomop- 
sis sojae), Dlaporthe phaseolorum var. caullvora, Sclerotium 
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3. 

10 

4. 

15 
20 

5. 

25 
30 
35 


40 6. 


45 


rolfsii, Cercospora kikuchii, Cercospora sojina./ Peronospora 
manshurica, Colletotrichum dematiizm (Colletotrichimi trunca- 
turn) , Corynespora cassiicola, Septoria glycines, Phyllosticta 
sojicola, Altemaria altemata, Microsphaera diffussa, 
Fusariim semi tectum, Phialophora gregata, Glomerella glyci- 
nes, Phakopsorapachyirhizi, Pythivun aphani derma turn/ Pythium 
ultimum, Pythixmi debaryanum, Fusarium solani. 

Canola: Albugo Candida, Alternaria brassicae, Leptosphaeria 
maculans, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, 
Mycosphaerella brassiccola, Pythium ultimxam, Peronospora 
parasitica, Fusarium roseum, Alternaria alternata. 

Alfalfa: Clavibater michiganese subsp. insidiosum, Pythium 
ultimum, Pythium irregulare, Pythiiim splendens, Pythiim 
debaryanum, Pythium aphani derma turn, Phytophthora megasperma, 
Peronospora trifoliorxam, Phoma medicaginis var. medicaginis, 
Cercospora medicaginis, Pseudopeziza medicaginis, Lepto- 
trochila medicaginis, Fusariim, Aphanomyces euteiches, Stem- 
phylixam herbarum, Stemphylium alfalfae. 

Weizen: Urocystis agropyri, Altemaria alternata, Clado- 
sporium herbamm, Fusarium gramineartjm, Fusarixun avenaceum, 
Fusarium culmorum, Ustilago tritici, Ascochyta tritici, 
Cephalosporium gramineum, Collotetrichijm graminicola, 
Erysiphe graminis f .sp, tritici, Puccinia graminis f .sp. tri- 
tici, Puccinia recondita f .sp, tritici, Puccinia striiformis, 
Pyrenophora tritici-repentis, Septoria nodorum, Septoria tri- 
tici, Septoria avenae, Pseudocercosporella herpotrichoides, 
Rhizoctonia solani, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces 
graminis var. tritici, Pythium aphanidermatiam, Pythium 
arrhenomanes , Pythium ultdLmum, Bipolar is sorokinicucia, 
Claviceps purpurea, Tilletia tritici, Tilletia laevis, 
Ustilago tritici, Tilletia indica, Rhizoctonia solani, 
Pythiim arrhenomannes , Pythium gramicola, Pythiiam aphani - 
dermatum, Puccinia graminis f.sp, tritici (Wheat stem rust), 
Bliimeria (Erysiphe) graminis f .sp, tritici (Wheat Powdery 
Mildew) 

Sonnenblume: Plasmophora halstedii, Sclerotinia sclerotiorum. 
Aster Yellows, Septoria helianthi, Phomopsis helianthi, 
Alternaria helianthi, Altemaria zinniae, Botrytis cinerea, 
Phoma macdonaldii, Macrophomina phaseolina, Eiysiphe ci- 
choraceariam, Rhizopus oryzae, Rhizopus arrhizus, Rhizopus 
stolonifer, Puccinia helianthi, Verticillium dahliae. 
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Cephalosporium acremonium, Phytophthora cryptogea. Albugo 
tragopogonis . 

7. Mais: Fusariiua moniliforme var. subglutinans , Fusariixm 
5 moniliforme, Gibberella zeae (Fusarium graminearxim) , 

Stenocarpella maydi (Diplodia maydis) , Pythium irregulare, 
Pythium debaryanum, Pythium graminicola, Pythium splendens, 
Pythium ultimum, Pythium aphaniderroatimi, Aspergillus 
flavus, Bipolaris raaydis 0, T (Cochliobolus heterostrophus) , 

10 Helminthosporium carbonum I, II & III (Cochliobolus 

carbonxjm) , Exserohilum turcicum I, II & III, Helmintho- 
sporium pedicellattim,- Physoderma maydis, Phyllosticta maydis, 
Kabatiella maydis, Cercospora sorghi, Ustilago maydis, 
Puccinia sorghi, Puccinia polysora, Macrophomina phaseolina, 

15 Penicillium oxalicxjm, Nigrospora oryzae, Cladosporium 

herbarxam, Curvularia lunata, Curvularia inaequalis, 
Curvularia pallescens, Trichoderma viride, Claviceps sorghi, 
Cornstunt spiroplasma, Diplodia macrospora, Sclerophthora 
macrospora, Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora 

20 philippinesis , Peronosclerospora maydis, Peronosclerospora 

sacchari, Spacelotheca reiliana, Physopella zeae, Cephalo- 
sporium maydis, Caphalosporium acremonium. 


8. Sorghum: Exserohilum turcicum, Colletotrichvim graminicola 
25 (Glomerella graminicola) , Cercospora sorghi, Gloeocercospora 

sorghi, Ascochyta sorghina, Puccinia purpurea, Macrophomina 
phaseolina, Perconia circinata, Fusarixam monilifonne, Alter- 
naria alternate, Bipolaris sorghicola, Helminthosporium 
sorghicola, Curvularia lunata, Phoma insidiosa, Ramulispora 
30 sorghi, Ramulispora sorghicola, Phyllachara sacchari, 

Sporisorium reilicuixam (Sphacelotheca reiliana) , Sphacelotheca 
cruenta, Sporisorium sorghi, Claviceps sorghi, Rhizoctonia 
solani, Acremonium strictvim, Sclerophthona macrospora, 
Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora philippinensis, 
35 Sclerospora graminicola, Fusarium graminearxim, Fusarium 

oxyspor\un, Pythium arrhenomanes , Pythium graminicola. 


Bevorzugt wird in den einzelnen Pf lanzenarten eine Resistenz 
gegen nachfolgende beispielhaft genannte Nematodenpathogene 
40 erzielt: 


Zucker- 
riibe 

Zuckerriibenzystenalchen 
(Sugar beet cyst nematode) 

Heterodera schachtii 

Kartoffel 

Columbia Wurzelgal- 
lenalchen {Columbia Root- 
knot Nematode) 

Meloidogyne chitwoodi 


Golden Nematode 

Globodera rostochiensis 
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Nordliches Wurzelgal- 
lenalchen 

(Northern Root Knot Nema- 
tode) 

Meloidogyne -hapla 

5 


Potato Rot Nematode 

Ditylenchus destructor 

Sojabohne 

So j abohnezysten^lchen 
(Soybean cyst nematode; 
SCN) 

Heterodera glycines 


Mais 

Mai s zys t enalchen 
(Corn Cyst Nematode) 

Heterodera zeae 

10 
15 


Wur z e 1 ga 1 1 ena 1 chen 
(Root-Knot Nematodes) 

Meloidogyne species : 
Meloidogyne arenaria 
Meloidogyne graminicola 
Meloidogyne chitwoodi 
Meloidogyne hapla 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne javanica 


''Pf lanzlicher Organismus oder von diesem abgeleitete Zellen" 
meint allgemein jede Zelle, Gewebe, Teile oder Vermehrxingsgut 
(wie Samen oder Frtlchte) eines Organismus, der zur Photosynthese 
bef ^higt ist . Eingeschlossen sind im Rahmen der Erf indung alle 
Gattungen und Arten h6herer und niederer Pflanzen des Pf lanzen- 
reiches . Einjahrige, mehrjahrige, monocotyledone und dicotyledone 
Pflanzen sind bevorzugt, Eingeschlossen sind reife Pflanze, 
Saatgut, Sprosse und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, 
Vermehrungsgut (zum Beispiel Knollen, Samen oder Friichte) und 
Kulturen, zum Beispiel Zell- oder Kalluskulturen. Reife Pflanzen 
meint Pflanzen zu jedem beliebigen Entwicklungsstadi\jm jenseits 
des Keimlings. Keimling meint eine junge, unreife Pflanze in 
einem frtlhen Entwicklungsstadium. 

30 

Pflanze" im Rahmen der Erf indung meint alle Gatt\mgen und 
Arten hoherer und niederer Pflanzen des Pf lanzenreiches . Ein- 
geschlossen unter dem Begriff sind die reifen Pflanzen, Saat- 
gut, Sprosse und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, Ver- 
mehrungsgut, Pf lanzenorgane, Gewebe, Protoplasten, Kallus und 
andere Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen, sowie alle anderen 
Arten von Garuppierungen von Pf lanzenzellen zu funktionellen oder 
strukturellen Einheiten. Reife Pflanzen meint Pflanzen zu jedem 
beliebigen Entwicklungsstadium jenseits des Keimlings. Keimling 
meint eine junge, unreife Pflanze in einem friihen Entwicklungs- 
stadium . 


''Pflamze" umfasst alle einjahrigen vmd mehr jahrigen, mono- 
kotyledonen xind dikotyledonen Pflanzen und schlielSt beispielhaft 
jedoch nicht einschrankend solche der Gattungen Cucurbita, Rosa, 
Vitis, Juglans, Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, 
Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus, 


wo 2004/005504 


PI 



S003/007027 


28 


Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsiciim, 
Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solarium, Petunia, 
Digitalis, Majorana, Cichorium, Helianthus, Lactuca, Broinus, 
Asparagus, Antirrhinum, Heterocallis, Nemesis, Pelargonium, 
5 Panieum, Penniset\jm, Ran\inculus, Senecio, Salpiglossis, Cuctjmis, 
Browaalia, Glycine, Pisum, Phaseolus, Lolixam, Oryza, Zea, Avena, 
Hordeiam, Secale, Triticum, Sorghum, Picea und Populus ein. 

Bevorzugt sind Pflanzen nachfolgender Pf lanzenfamilien: Amaranth- 
10 aceae, Asteraceae, Brassicaceae, Carophyllaceae, Chenopodiaceae , 
Compositae, Cruci ferae, Cucurbitaceae, Labiatae, Leguminosae, 
Papilionoideae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Rosaceae, Rxibi- 
aceae, Saxifragaceae, Scrophulariaceae , Solanacea, Sterculiaceae , 
Tetragoniacea , Theaceae , Umbellif erae . 


Bevorzugte monokotyle Pflanzen sind insbesondere ausgewahlt aus 
den monokotylen Kulturpf Icuizen, wie ztim Beispiel der Familie der 
Gramineae wie Reis, M^is, Weizen oder smdere Getreidearten wie 
Gerste, Hirse, Roggen, Triticale oder Hafer sowie dem Zuckerrohr 
20 sowie alle Arten von Grasern. 

Die Erfindomg wird ganz besonders bevorzugt auf dikotyledone 
pflanzliche Organismen angewendet. Bevorzugte dikotyle Pflanzen 
sind insbesondere ausgewahlt aus den dikotylen Kultoirpf lanzen, 
25 wie zum Beispiel 

- Asteraceae wie Sonnenblxme , Tagetes oder Calendula und andere 


30 - Compositae, besonders die Gattung Lactuca, ganz besonders die 
Art sativa (Salat) und andere mehr, 

- Cruciferae, besonders die Gattung Brassica, ganz besonders 
die Arten napus (Raps), campestris (Rube), oleracea cv Tastie 

35 (Kohl) , oleracea cv Snowball Y (Bliomenkohl) und oleracea cv 
Emperor (Broccoli) und weitere Kohlarten; und der Gattxing 
Arabidopsis, ganz besonders die Art thaliana sowie Kresse 
Oder Canola und andere mehr, 

40 - Cucurbitaceae wie Melone, KUrbis oder Zucchini und andere mehr, 

- Leguminosae besonders die Gattung Glycine, ganz besonders die 
Art max (Sojabohne) sowie Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen oder 
Erdnuss und andere mehr 


15 


mehr. 


45 
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- Rubiaceae, bevorzugt der Unterklasse Lamiidae wiO: beispiels- 
weise Coffea arabica oder Coffea liberica (Kaf f eestrauch) xind 
andere mehr, 

5 - Solanaceae besonders die Gattiing Lycopersicon, ganz besonders 
die Art esculentvun (Tomate) , die Gattung Solamjm, ganz 
besonders die Art tuberos-um (Kartoffel) und melongena (Auber- 
gine) , uad die Gattimg Capsicim, ganz besonders die Art annum 
(Paprika) sowie Tabak und andere mehr. 


- Sterculiaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie bei- 
spielsweise Theobroma cacao (Kakaostrauch) tind andere mehr, 

- Theaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie beispiels- 
15 weise Camellia sinensis oder Thea sinensis (Teestrauch) und 

andere mehr, 

- Umbelliferae, besonders die Gattung Daucus (ganz besonders 
die Art carota (Karrotte) ) und Apium (ganz besonders die Art 

20 graveolens dulce (Selarie) ) und andere mehr, 

sowie Lein, Soja, Baurawolle, Hanf, Flachs, Gurke, Spinat, Mohre, 
ZuckerrCLbe und den verschiedenen Bavim-, Nuss- und Weinarten, ins- 
besondere Banane und Kiwi. 

25 

Umfasst sind femer Schmuckpf lanzen, Nut z- oder Zierb^xime, 
Blumen, Schnittblumen, StrSucher oder Rasen. Beispielhaft aber 
nicht einschrankend seien zu nennen Angiospermen, Bryophyten 
wie zum Beispiel Hepaticae (Leberbliimchen) und Musci (Moose) ; 

30 Pteridophyten wie Fame, Schachtelhalm und Lycopoden; Gymno- 

spermen wie Koniferen, Cycaden, Ginkgo xind Gnetalen, die Familien 
der Rosaceae wie Rose, Ericaceae wie Rhododendrons ' und Azaleen, 
Euphorbiaceae wie Weihnachtssterne und Kroton, Caryophyllaceae 
wie Nelken, Solanaceae wie Petunien, Gesneriaceae wie das 

35 Usambaraveilchen, Balsaminaceae wie das Springkraut, Orchidaceae 
wie Orchideen, Iridaceae wie Gladiolen, Iris, Freesie und Krokus, 
Compositae wie Ringelblxime, Geraniaceae wie Geranien, Liliaceae 
wie der Drachenbaum, Moraceae wie Ficus, Araceae wie Philodendron 
und andere mehr. 

40 

Am meisten bevorzugt sind landwirtschaf tliche Nutzpf lanzen, 
die von Natur aus einen hohen Anteil an Saccharose aufweisen 
Oder deren Wurzeln, Knollen oder Speicherwurzeln wirtschaf tlich 
verwertet werden, wie z.B. Kartoffel, Riibe oder Zuckerrtibe. 
45 Ebenfalls bevorzugt sind Tomate, Banane, Karotte, Zuckerrohr, 
Erdbeere, Ananas, Papaya, Soja sowie Getreidearten wie Hafer, 
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Gerste, Weizen, Roggen, Triticale, Hirse \md Mais. Am laeisten 
bevorzugt sind Kartoffel, Rtibe, Zuckerriibe xmd Zuckerrohr. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kommen E^^ressionskonstrukte 
5 zur Expression von Proteinen mit Saccharoseisomerase-Aktivitat 
in Pflanzen zum Einsatz* Derartige Expressionskassetten sind bei- 
spielsweise in WO 01/59136 xmd WO 01/59135 beschrieben, worauf 
hiermit ausdrticklich Bezug genommen wird. 

10 In besagten Expressionskonstrukten steht ein Nukleinsauremolektll 
kodierend fur ein Protein mit Saccharosisomerase-Aktivitat 
(z.B. beschrieben durch SEQ ID NO: 2 oder eines fimktionellen 
jiquivalentes desselben oder eines funktionell Mquivalenten 
Teils der vorgenannten) bevorzugt in funktioneller Verknupfxing 

15 mit mindestens einem genetischen Kontrollelement (beispiels- 
weise einem Proiaotor) / das eine transgene Expression in einem 
pflanzlichen Organismus oder einem Gewebe, Organ, Teil oder 
Zelle desselben gewShrleistet . 

20 Unter einer funktionellen Verknupfung versteht man zum Bei- 
spiel die sequentielle Anordnung eines Promotors mit der zu 
exprimierenden NukleinsSuresequenz (zum Beispiel der Seqiienz 
gemaS SEQ ID NO: 1) xmd ggf . weiterer regulativer Elemente 
wie zum Beispiel einem Tentiinator derart, dass jedes der regula- 

25 tiven Elemente seine Fxmktion bei der transgenen Expression der 
Nukleinsauresequenz erfiillen kann. Dazu ist nicht xmbedingt eine 
direkte Verkntipfung im chemischen Sinne erf orderlich. Genetische 
Kontrollsequenzen, wie zxim Beispiel Enhancer-Sequenzen, kSnnen 
ihre Funktion auch von welter entfemten Positionen oder gar 

30 von anderen DNA-Molekiilen aus auf die Zielseguenz austiben. Bevor- 
zugt sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierende 
Nukleinsauresequenz hinter der als Promoter fungierenden Sequenz 
positioniert wird, so dass beide Sequenzen kovalent miteinander 
verbomden sind. 

35 

Die Herstellung einer fimktionellen Verknupfimg als auch die 
Herstellung eines Expressionskonstruktes kann mittels gSngiger 
Rekombinations- und Klonierungstechniken realisiert werden, 
wie sie beispielsweise in IXEaniatis T, Fritsch EF imd Sambrook J 

40 (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor (NY) , in Silhavy TJ, Berman ML xmd 
Enquist LW (1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (NY), in Ausubel FM et al. 
(1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 

45 Assoc. and Wiley Interscience xmd bei Gelvin et al. (1990) In: 
Plant Molecular Biology Manual beschrieben sind. Zwischen beide 
Seq[uenzen konnen aber auch weitere Sequenzen positioniert werden. 
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die zum Beispiel die Funktion eines Linkers mit bestimmten 
Restriktionsenzymschnittstellen, einer att-Sequenz fiir Rekombi- 
nasen oder eines Signalpeptides haben. Auch kann die Insertion 
von Sequenzen zur Expression von Fusionsproteinen fiihren. Bevor- 
5 zugt kann das transgene Expressionskonstrukt, bestehend aus einer 
Verkntipfimg von Promoter iind zu exprimierender Nukleinsaure- 
sequenz, integriert in einem Vektor vorliegen und durch zum 
Beispiel Trcuasformation in ein pflanzliches Genom insertiert 
werden . 

10 

Unter einem Expressionskonstrukt sind aber auch solche 
Konstruktionen zu verstehen, bei denen die Nukleinsauresequenz 
kodierend fur das Proteins mit Saccharosisomerase-Aktivitat 
(z,B. kodiert dxxrch SEQ ID NO: 2 oder ein funktionelles Aqui- 
15 valent desselben oder ein funktionell aquivalentes Teil der vor- 
genaxmten) - zum Beispiel durch eine homologe Rekombination - so 
hinter einen endogenen pflanzlichen Promoter platziert wird, dass 
dieser die transgene Expression der besagten Nukleinsauresequenz 
gewahrleistet . 

20 

Pf lanzenspezifische Promotoren meint grundsatzlich jeden 
Promoter, der die Expression von Genen, insbesondere Fremdgenen, 
in Pflanzen oder Pf lanzenteilen, -zellen, -geweben, -kulturen 
steuem kann. Dabei kann der Promoter so gewahlt sein, dass 

25 die Expression konstitutiv erfolgt oder nur in einem bestimmten 
Gewebe oder Organ, zu einem bestimmten Zeitpunkt der Pflanzen- 
entwicklung und/oder zu einem durch aufiere Einfliisse, biotische 
Oder abiotische Stimuli bestimmten Zeitpunkt (induzierte Gen- 
expression) . In Bezug auf die zu transf ormierende Pf lanze kann 

30 der Promoter homelog oder heteroleg sein. Bevorzugt sind: 

a) Konstitutive Promotoren 


45 


40 


35 


^'Konstitutive" Promotoren meint solche Promotoren, die eine 
Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, Geweben xiber 
einen gr6fieren Zeitraixm der Pf lanzenentwicklxmg, bevorzugt 
zu alien Zeitpunkten der Pf lanzenentwicklung, gewShrleisten 
(Benfey et al.(1989) EMBO J 8:2195-2202). Vorzugsweise 
verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promoter 
Oder einen Promoter, der einem Pf lanzenvirus entstairant. 
Insbesondere bevorzugt ist der Promoter des 35S-Transkriptes 
des CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. (1980) Cell 
21:285-294; Odell et al. (1985) Nature 313:810-812; Shewmaker 
et al. (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al. (1986) 
Plant Mol Biol 6:221- 228) oder der 19S CaMV Promoter 
(US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 
8:2195-2202)* Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promoter 
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5 
10 
15 

b) 

20 
25 
30 
35 
40 
45 


ist der LeguminB-Promotor (GenBank Acc.-No, X03677) , der 
Promotor der Nopalinsynthase aus Agrobacteriiim, der TR- 
Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacterixjm, der Ubiquitin Proinotor (Holtorf S et al . 

(1995) Plant Mol Biol 29:637-649), der Ubiquitin 1 Promotor 
(Christensen et al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce* 
et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), der 
Smas Promotor, der Cinnamylalkoholdehydrogenase-Promotor 
(US 5,683,439), die Promotoren der vakuolSrer ATPase Unter-. 
einheiten oder der Promotor eines prolinreichen Proteins 
aus Weizen (WO 91/13991) , sowie weitere Promotoren von 
Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen dem Fach- 
mann bekannt ist. Als konstitutiver Promotor insbesondere 
bevorzugt ist der Promotor des Nitrilase-1 (nitl) Gens aus 
A. thaliana (GenBank Ac c. -No. : Y07648.2, Nukleotide 
2456-4340, Hillebrand et al. (1996) Gene 170:197-200). 

Gewebespezif ische Promotoren 

Bevorzugt sind ferner Promotoren mit Spezif itS^ten fur die 
Blatter, Stengel, Wurzeln oder Samen. 

Samenspez if ische Promotoren wie zum Beispiel der Promotor des 
Phaseolins (US 5,504,200; Bustos MM et al. (1989) Plant Cell 
l(9):839-53; z.B. aus Phaseolus vulgari; van der Geest et al . 

(1996) Plant Mol Biol 32:579-588), des 2S Albumins (Josef fson 
LG et al. (1987) J Biol Chem 262:12196-12201), des Legimins 
(Shirsat A et al. (1989) Mol Gen Genet 215 (2 ): 326-331) , 

des USP (unknown seed protein; Baumlein H et al. (1991) 
Mol Gen Genet 225 (3 ): 459-467 ; Phillips et al. (1997) EMBO 
J 16:4489-4496), des Napin Gens (US 5,608,152; Stalberg K 
et al. (1996) L Planta 199:515-519), des Saccharosebinde- 
proteins (WO 00/26388), der Hordein-Promotor (Brandt et al. 
(1985) Carlsberg Res. Commun. 50:333-345) oder der Legiamin 
B4-Promotor (LeB4; BSinnlein H et al. (1991) Mol Gen Genet 
225:121-128; B&ximlein H et al. (1992) Plant J 2 (2) : 233-239 ; 
Fiedler U et al . (1995) Biotechnology (NY) 13 (10) : 1090f ) , 
der Oleosin-Promoter aus Arabidopsis (WO 98/45461) , der 
Bce4-Promoter aus Brassica (WO 91/13980) • 

Weitere geeicpiete samenspezif ische Promotoren sind die der 
Gene kodierend fur das "'High Molecular Weight Glutenin" 
(HMWG) , Gliadin, Verzweigungsenzym, ADP Glucose Pyro- 
phosphatase (AGPase) , der Napin-Promotor , der ACP-Promotor 
und die FatB3- und FatB4- Promo tor en, der Promotor der StSrke- 
synthase oder anderer Starke bildender/modif izierender Enzyme 
wie z.B. Promotoren von Genen die fur Verzweigungsenzyme 
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10 


15 


20 


25 


30 


35 

c) 


40 


kodieren (WO 92/14827, WO 92/11375). Bevorzugt .-sind ferner 
Promotoren, die eine samenspezif ische Expression in Mono- 
kotyledonen wie Mais, Gerste, Weizen, Roggen, Reis etc. 
erlauben, Vorteilhaft eingesetzt werden kSnnen der Promoter 
des lpt2 Oder Iptl-Gen (WO 95/15389, WO 95/23230) oder 
die Promotoren beschrieben in WO 99/16890 (Promotoren des 
Hordein-Gens , des Glutelin-Gens , des Oryzin-Gens, des 
Prolaitiin-Gens , des Gliadin-Gens , des Glutelin-Gens , des 
Zein-Gens, des Kasirin-Gens oder des Secalin-Gens) . Weitere 
samenspezif ische Promotoren sind beschrieben in WO 89/03887. 

- Knollen-^ Speichearwurzel- oder Wurzel-spezif ische 
Promotoren wie beispielsweise der Patatin Promoter 
Klasse I (B33), der Promoter des Cathepsin D Inhibitors 
aus Kartoffel. 

Besonders bevorzugt ist dabei der B33-Promotor des Klasse 
I Patatin-Gens aus Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al . 

(1989) EMBO J 8:23-29), Der Promoter des Klasse I 
Patatin-Gens ist in Knollen ca. 100 bis 1000 mal aktiver 
als in Biattern (Rocha-Sosa et al., vide supra). Weitere 
Gene mit knollenspezif ischer oder zumindest in Knollen 
verstarkter Expression sind bekannt (z.B* der Promoter 
der ADP-Glukose-Pyrephospherylase-Gene ; MUller et al. 

(1990) Mel Gen Genet 224:136-146). 

- Blattspezif ische Promotoren wie Promoter der cyto- 
solischen FBPase aus Kartoffel (WO 97/05900), der SSU 
Promoter (small subunit) der Rubisco (Ribulose-1, 5-bis- 
phosphatcarboxylase; US 4,962,028) oder der ST-LSI 
Promoter aus Kartoffel (Steckhaus et al . (1989) EMBO J 
8:2445-2451). Ganz besonders bevorzugt sind epidermis- 
spezifische Promotoren, wie beispielsweise der Promoter 
des OXLP-Gens ( "Oxalat-Oxidase like protein''; Wei et al. 
(1998) Plant Mel Biol 36:101-112), 

Chemisch induzierbare Promotoren 

Die transgenen Expressionskonstrukte konnen auch einen 
chemisch induzierbaren Promoter enthalten (Ubersichtsartikel : 
Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mel Biol 
48:89-108), durch den die Expression des exogenen Gens in der 
Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. 
Derartige Promotoren, wie z.B. der PRPl Promoter (Ward et al. 
(1993) Plant Mel Biol 22:361-366), ein durch Salicylsaure 
induzierbarer Promoter (WO 95/19443), ein durch Benzelsulf en- 
amid-induzierbarer Promoter (EP 0 388 186) , ein durch Tetra- 
zyklin-induzierbarer Promoter (Gatz et al . (1992) Plant J 


wo 2004/005504 



7003/007027 


2:397-404)/ ein durch Abscisinsaure induzierbarer Promoter 
(EP 0 335 528) bzw. ein diirch Ethanol- oder Cyclohexanon- 
induzierbarer Promoter (WO 93/21334) konnen ebenfalls ver- 
wendet werden. 

5 

d) Entwicklungsabhangige Promotoren 


Weitere geeignete Promotoren sind beispielsweise Frucht- 
reifimg-spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der 
10 Fruchtreifxmg-spezif ische Promoter aus Tomate (WO 94/21794, 

EP 409 625) . Entwicklungsabhangige Promotoren schlieEt zum 
Teil die Gewebespezif ischen Promotoren ein, da die Ausbildung 
einzelner Gewebe naturgemcLS entwicklirngsabhSngig erfolgt. 


15 e) Stress- oder Pathogen-induzierbare Promotoren 


Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder 
abiotischen Stress induziert werden wie beispielsweise der 
pathogen-induzierbare Promoter des PRPl-Gens (Ward et al. 
20 (1993) Plant Mel Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare 

hsp70- Oder hsp80-Promoter aus Tomate (US 5,187,267), der 
kaiteinduzierare alpha-Amylase Promoter aus der Kartoffel 
(WO 96/12814) Oder der licht-induzierbare PPDK Promotor. 

25 Pathogen-induzierbare Promotoren umfassen die Promotoren 

von Genen, die infolge eines Pathegenbe falls induziert werden 
wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR-Proteinen, 
P-1, 3-Glucanase, Chitinase usw. (beispielsweise Redolfi 
et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes et al. 

30 (1992) Plant Cell 4:645-656; Van Leon (1985) Plant Mel Viral 

4:111-116; Marineau et al. (1987) Plant Mel Biol 9:335-342; 
Matton et al. (1987) Molecular Plant -Microbe Interactions 
2:325-342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 
83:2427-2430; Somssich et al. (1988) Mel Gen Genetics 

35 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and 

Sing (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, 
et al. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz et al . (1989) 
Plant Cell 1:961-968(1989). 


40 Umfasst sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie 

der des pinll Gens (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; 
Duan et al . (1996) Nat Biotech 14:494-498; EP-A 375 091), des 
wunl und w\in2-Gens (US 5,428,148), des winl- xind win2-Gens 
(Stanford et al. (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des 

45 Systemin Gens (McGurl et al. (1992) Science 225:1570-1573), 

des WIPl-Gens (Rehmeier et al . (1993) Plant Mol Biol 
22:783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEES Letters 323:73-76), 
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des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) Plant J 6<2) :141-150) 
vmd dergleichen. 


Besonders bevorzugt sind Promptoren, die speziell in NShr- 
zellsystemen (Syncytien) nach Nematodeiibef all induziert 
werden. Beispielhaft seien zu nennen 


i> 


der AO. 3 TobRB7 Promo tor aus Tabak (Oppeinaan et al. 
(1994) Science 263: 221-223), insbesondere der durch 
SEQ ID NO: 24 beschriebene Promotor, 


ii) 


der Leinmi9 Promotor aus Tomate (Escobar et al* (1999) 
Mol Plant Microbe Interact 12: 440-449), insbesondere 
der durch SEQ ID NO: 23 beschriebene Promotor, sowie 


15 


iii) 


Geminivirus V-sense Promotoren (WO 00/01832), 
insbesondere die durch SEQ ID NO: 32, 33 oder 34 
beschriebenen Promotoren. 


20 Weitere im Rahmen dieser Erfindung bevorzugte nematoden-induzier- 
bare Promotoren sind in WO 98/22599 beschrieben. Insbesondere be- 
vorzugt sind dabei die regulatorischen Bereiche (d.h. die dem 
ATG-Startkodon vorgelagerten Bereiche) der Sequenzen mit den Gen- 
Bank Acc.-No,: A91914 (Basenpaare 1 bis 3480). Ferner bevorzugt 

25 sind die in US 6,395,963 beschriebenen Promotorsequenzen, die in 
WO 03/033651 beschriebenen Promotorsequenzen, die in JP 
2001508661-A beschriebenen Promotorsequenzen (insbesondere die 
Sequenz mit den GenBank Acc.-No.: BD05G958) , sowie die in WO 
97/46692 beschriebenen Promotorsequenzen (insbesondere die Se- 

30 quenz mit den GenBank Acc.-No.: A79355; Basenpaare 1 bis 2127, 
Oder 1 bis 2160) . Weitere nemotoden-induzierbare Promotoren kon- 
nen von Genen abgeleitet werden, deren Induktion infolge eines 
Nematodenbe falls beschrieben ist. Beispielhaft - jedoch nicht 
einschrankend - sind zu nennen: Der Pollenin Promotor (Karimi M 

35 et al. (2002) J Nematol 34(2): 75-79) sowie der Promotor einer pu- 
tativen Rezeptor Serin/Threonin Proteinkinase (Ousters JHHV et 
al. (2002) Mol Plant Pathol 3 (4) :239-249) . 

Besonders bevorzugt sind pathogen- oder stress-induzierbare, 
40 sowie Samen-, Knolle-, Wurzel-, Blatt- und/oder Stengel- 

spezifische, wobei pathogen- induzierbare (insbesondere die oben 
spezifisch genannten nematoden— induzierbaren Promotoren) am mei- 
sten bevorzugt sind. 

45 Ein weiterer - besonders bevorzugter - Gegenstand der Erfindxmg 
betrifft Expressionskonstrvikte, in denen eine Nukleinsauresequenz 
kodierend ftir ein Protein mit Saccharoseisomerase Aktivitat in 
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funktioneller Verknupf\ing lait eineiti stress-, pathogen-, oder 
vervnmdtmgs-induzierbaren Promotor steht. Stress-, pathogen 
Oder verwundungs-induzierbcure Promotoren meint allgemein all 
solche Promotoren, die durch biotischen oder abiotischen Stress 
5 induziert werden konnen. Abiotischer Stress meint dabei Stimuli 
wie Hitze, Kalte, Trockenheit, Frost, Feuchte, Salz, UV-Licht 
usw. Biotischer Stress meint dabei den Befall durch ein Pathogen, 
wobei der Begriff "Pathogen" all die oben genannten Pathogene 
umfasst. Dabei hat der Stimulus bevorzugt eine Starke, die zu 

10 einem Ertragsrtickgang von mindestens 5 % im Vergleich zu durch- 
schnittlichen Ertragswerten fuhrt. Induzierbar meint dabei eine 
Erhohung der Transkriptionsaktivitat ma mindestens 50 %, bevor- 
zugt mindestens 100 %, besonders bevorzugt mindestens 500 %, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 1000 %, am meisten bevorzugt 

15 mindestens 5000 % im Vergleich zu der Expressionsaktivitat einer 
nicht-stimulierten Pflanze. Stress- oder pathogen-induzierbare 
Promotoren umfassen beispielhaf t , jedoch nicht einschrSnkend den 
pathogen-induzierbaren Promotor des PRPl-Gens (Ward et al. (1993) 
Plant Mol Biol 22:361-366), den hitzeinduzierbaren hsp70- oder 

20 hsp80-Promoter aus Tomate (US 5,187,267), den kalteinduzierbaren 
a-Amylase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), den licht- 
induzierbaren PPDK Promotor oder den verwundungs-induzierbaren 
pinll-Promoter (EP-A 0 375 091) . Bevorzugt sind insbesondere 
pathogen-induzierbare Promotoren wie z.B. die Promotoren der 

25 PR-Proteine, SAR-Proteine, p-1, 3-Glucanase, Chitinase usw. (bei- 
spielsweise Redolfi et al. .(1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; 
Uknes, et al. (1992) The Plant Cell 4:645-656; Van Loon (1985) 
Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau et al . (1987) Plant Mol Biol 
9:335-342; Matton et al , (1987) Molecular Plant-Microbe Inter- 

30 actions 2:325-342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 
83:2427-2430; Soiassich et al. (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; 
Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing (1994) Proc 
Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al. (1993) Plant J 
3:191-201; Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968). Umfasst 

35 sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie der des pinll 
Gens (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al. 
(1996) Nat Biotech 14:494-498), des wunl- und wun2-Gens (US 
5,428,148), des winl- und win2-Gens (Stanford et al . (1989) Mol 
Gen Genet 215:200-208), des Systemin-Gens (McGurl et al. (1992) 

40 Science 225:1570-1573), des WIPl-Gens (Rohmeier et al. (1993) 
Plant Mol Biol 22:783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEBS Letters 
323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al . (1994) Plant J 
6 (2) : 141-150) \ind dergleichen. Verwundungs-induzierbare Promoto- 
ren sind bei Befall durch FraSpathogene vorteilhaft einzusetzen. 
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Der mirctischnittsf achmann kann daaruber hinaus ohne weiteres 
zusatzliche Beispiele fiir Gene mit stress-, pathogen- oder 
verwundiings-induzierten Expressionsitiustern der Literatur ent- 
nehmen. Femer ist der Durchschnittsfachmann in der Lage, 
5 mittels Routinemethoden weitere geeignete Promotoren zu iso- 
lieren. So kann der Fachmann mit Hilfe gangiger molekular- 
biologischer Methoden, z.B. Hybridisieriings experiment en oder 
DNA-Protein-Bindungsstudien entsprechende regulatorische Nuklein- 
sSurelemente identif izieren. Dabei wird z.B. in einem ersten 

10 Schritt eine dif f erentielle Expressionsbibliothek von beispiels- 
weise pathogen-inf izierten/bef allenen und "normal em" Geweben 
angelegt- Anschliefiend werden mit Hilfe der so identif izierten 
pathogen-induzierten cDNAs Promotoren isoliert, die tlber patho- 
gen- induzierbare regulatorische Elemente verftigen. Dem Fachmann 

15 stehen dartiber hinaus weitere auf PGR basierende Methoden fur 
die Isolierung geeigneter stress-, pathogen- oder verwundungs- 
induzierter Promotoren zur Verfflgxing. 

Besonders bevorzugt sind gewebespezif ische Promotoren, 
20 insbesondere samenspezif ische, knollenspezif ische, frucht- 
spezifische und blattspezif ische Promotoren sowie pathogen- 
induzierte Promotoren. 

Ganz besonders bevorzugt sind pathogeninduzierte Promotoren, 
insbesondere Nematoden-induzierte Promotoren. 

25 

Es kdnnen ferner weitere Promotoren funktionell mit der 
zu exprdlmierenden NukleinsSureseguenz verknUpft sein, die 
eine transgene Expression in weiteren Pf lanzengeweben oder 
in anderen Organismen, wie zum Beispiel E.coli Bakterien 
30 erm5glichen. Als Pf lanzenpromotoren koitraien im Prinzip alle 
oben beschriebenen Promotoren in Frage. 

Die in den Expressionskonstrukten oder Expressionsvektoren ent- 
haltenen NukleinsSuresequenzen konnen mit weiteren genetischen 

35 Kontrollsequenzen neben einem Promoter funktionell verknUpft 
sein, Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen ist breit 
zu verstehen vind meint all solche Sequenzen, die einen Ein- 
fluss auf das Zustandekommen oder die Funktion eines Expressions- 
konstruktes haben. Genetische Kontrollsequenzen modif izieren zum 

40 Beispiel die Transkription und Translation in prokaryotischen 
Oder eukaryotischen Organismen. Vorzugsweise umfassen die 
Expressionskonstrukte 5 ' -stromaufwarts von der jeweiligen 
transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz einen pflanzen- 
spezifischen Promoter und 3 ' -stromabw^rts eine Terminatorsequenz 

45 als zusStzliche genetische Kontrollsequenz, sowie gegebenenf alls 
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weitere libliche regulative Eleinente, und zwar jeweils f unktionell 
verkntipf t mit der transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz . 

Genetische Kontrollsequenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
5 Promotorelemente oder Minimalpromotoren , die die expressions- 
teuemden Eigenschaf ten modif izieren kSnnen. So kann durch 
genetische Kontrollsequenzen zum Beispiel die gewebespezifische 
Expression zusStzlich abhSngig von bestimmten Stressfaktoren 
erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Beispiel fur Wasser- 
10 stress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH (1991) J Biol Chem 
266(26) :17131-- 17135) und Hitzestress (Schoffl F et al. (1989) 
Mol Gen Genetics 217 (2-3 ): 246-53 ) besclir ieben . 

Genetische Kontrollsequenzen umfassen f erner auch die 5 ' -untrans- 
15 latierte Regionen, Introns oder nichtkodierende 3 '-Region von 
Genen wie beipielsweise das Actin-1 Intron, oder die Adhl-S 
Introns 1, 2 und 6 (allgemein: The Maize Handbook, Chapter 116, 
Freeling and Walbot, Eds., Springer, New York (1994)). Es ist 
gezeigt worden, dass diese eine signifikante Funktionen bei 
20 der Regulation der Genexpression spielen konnen. So wurde 
gezeigt, dass 5 '-untrans latierte Sequenzen die transiente 
Expression heterologer Gene verstarken konnen. Beispielhaft 
fiir Translationsverstarker sei die 5 ' -Leadersequenz aus dem 
Tabak-Mosaik-Virus zu nennen (Gallie et al. (1987) Nucl Acids 
25 Res 15:8693-8711) und dergleichen. Sie konnen femer die Gewebes- 
pezifitat fdrdem (Rouster J et al. (1998) Plant J 15:435-440). 

Das transgene Expressionskonstrukt kann vorteilhaf terweise eine 
Oder mehrere sogenannte ''enhancer Sequenzen" f unktionell ver- 

30 kniipft mit dem Promoter enthalten, die eine erhShte transgene 
Expression der Nukleinsauresequenz ermdglichen. Auch am 3'-Ende 
der transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenzen konnen 
zusatzliche vorteilhaf te Sequenzen inseriert werden, wie 
weitere regulatorische Elemente oder Terminatoren . Die trans- 

35 gen zu exprimierenden Nukleinsauresequenzen konnen in einer 
Oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind 
pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise solche, 
40 die im wesentlichen T-DNA Polyadenylienmgssignale aus Agro- 

bacteriiam tumefaciens umfassen. Beispiele fur besonders geeignete 
Terminator sequenzen sind der OCS (Octopin-Synthase) -Terminator 
und der NOS (Nopalin-Synthase) -Terminator . 

45 Als Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die 
eine homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines 
Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfernung aus dem Genom 
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erlauben. Bei der homologen Rekoinbination kaim zxim Beispiel die 
kodierende Sequenz eines bestimmten endogenen Gens gegen die fur 
eine Saccharoseisomerase kodierende Seq[uenz gezielt ausgetauscht 
werden . 

5 

Ein transgenes Expressionskonstrukt und/oder die von ihm abge- 
leiteten transgenen Express ions vekt or en k5nnen weitere Fiinkti- 
onselemente enthalten. Der Begriff Pixnktionselement ist breit 
zu verstehen imd meint all solche Elemente, die einen Einfluss 
10 auf Herstellung, Vennehrung oder Funktion der erf indungsgemaSen 
transgenen Expressionskonstrukte, der transgenen Expressions- 
vektoren oder der transgenen Organismen haben. Beispielhaft 
aber nicht einschrSnkend seien zu nennen: 


15 a) Selektionsmarker , die eine Resistenz gegen Biozide z.B. 

Metabolismusinhibitoren (wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
(WO 98/45456), Antibiotika (wie z.B. Kanamycin, G 418, 
Bleomycin, Hygromycin) oder Herbizide (wie Gyphosat oder 
Phosphinotricin) verleihen . 

20 

Besonders bevorzugte Selektionsmarker sind solche, die eine 
Resistenz gegen Herbizide verleihen. Beispielhaft seien 
genannt: DNA Sequenzen, die fiir Phosphinothricinacetyl- 
trans ferasen (PAT) kodieren und Glutaminsynthaseinhibitoren 

25 inaktivieren (bar xind pat Gen) , 5-Enolpyruvylshikimat-3- 

phosphatsynthasegene (EPSP Synthasegene) , die eine Resistenz 
gegen Glyphosat® (N-(phosphonomethyl)glycin) verleihen, das 
fiir das Glyphosat® degradierende Enzyme kodierende gox Gen 
(Glyphosatoxidoreduktase) , das deh Gen (kodierend fiir eine 

30 Dehalogenase, die Dalapon inaktiviert) , Sulfonylurea- und 

IXEiidazolinon inaktivierende Acetolactatsynthasen sowie 
bxn Gene, die fiir Bromoxynil degradierende Nitrilaseenzyme 
kodieren, das aasa-Gen, das eine Resistenz gegen das Anti- 
biotikuin Apectinomycin verleiht, das Streptomycinphospho- 

35 transferase (spt) Gen, das eine Resistenz gegen Streptomycin 

gewShrt, das Neomycinphosphotransf erase (nptll) Gen, das eine 
Resistenz gegen Kanamycin oder Geneticin (G418) verleiht, das 
Hygromycinphosphotransferase (hpt) Gen, das eine Resistenz 
gegen Hygromycin vermittelt, das Acetolactatsynthase Gen 

40 (als), das eine Resistenz gegen Sulfonylharnstoff -Herbizide 

verleiht (z.B. mutierte ALS-Varianten mit z.B. der S4 
und/oder Hra Mutation) . 


b) Reportergene , die fiir leicht quantif izierbare Proteine 
45 kodieren und iiber Eigenfarbe oder Enzymaktivitat eine 

Bewertung der Transf ojrmationsef f izienz oder des Expressions- 
ortes oder -zeitpunktes gewahrleisten. Ganz besonders 
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bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenborn 
Groskreutz D, Mol Biotechnol. 1999; 13{l):29-44) wie das 
^green fluorescence protein*' (GFP) (Sheen et al.(1995) 
Plant Journal 8 (5) : 777-784) , Chloraittphenicol transferase, 
5 Luziferase (Ow et al. (1986) Science 234:856-859), 

Aequorin (Prasher et al- (1985) Biochem Biophys Res Comniun 
126 (3) :1259-1268) , P-Galactosidase, ganz besonders bevor- 
zugt ist S-Glucuronidase (Jefferson et al. (1987) EMBO J 
6:3901-3907) . 

10 

c) Replikationsursprunge, die eine Vermehrung der erfindungs- 
gemSSen transgenen Expressionskonstrukte oder transgenen 
Expressionsvektoren in zum Beispiel E.coli gewMhrleisten. 
Beispielhaft als ORI ("origin of DNA replication") seien 
15 genannt der pBR322 ori oder der P15A ori (Sambrook et al . : 

Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2^^^ ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) . 


d) Elemente, die ftir eine Agrobakterium-vermittelte Pflanzen- 
20 transformation erforderlich sind, wie zum Beispiel die 

rechte oder linke Begrenzung der T-DNA oder die vir-Region. 


Zur Selektion erfolgreich trans formierter Zellen ist es in 
der Regel erforderlich, einen selektionierbaren Marker zusatz- 

25 lich einzufiihren, der den erfolgreich rekombinierten Zellen 
eine Resistenz gegen ein Biozid (zuin Beispiel ein Herbizid) , 
einen Metabolismusinhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
(WO 98/45456) oder ein Antibiotikiom verleiht. Der Selektions- 
marker erlaubt die Selektion der transf oinnierten Zellen von 

30 untransf ormierten (McCoinnick et al. (1986) Plant Cell Reports 
5:81-84). 

Die Einfuhrung eines erf indiingsgemaSen Expires sionskonstruktes in 
einen Organismus oder Zellen, Geweben, Organe, Telle bzw. Samen 

35 desselben (bevorzugt in Pflanzen bzw. pflanzliche Zellen, Gewebe, 
Organe, Telle oder Samen) kann vorteilhaft unter Verwendung von 
Vektoren realisiert werden, in denen die transgenen Expressions- 
konstrukte enthalten sind. Vektoren konnen beispielhaft Plasmide, 
Cosmide, Phagen, Viren oder auch Agrobakterien sein. Das trans- 

40 gene Expressionskonstrukt kann in den Vektor (bevorzugt ein 

Plasmidvektor ) uber eine geeicpiete Restriktionsschnittstelle oder 
eine Rekombinase att-Sequenz eingefiihrt werden. Der entstandene 
transgene Expressionsvektor wird zunachst in E.coli eingefuhrt. 
Korrekt trans formierte E.coli werden selektioniert , geziichtet 

45 und der rekombinante Vektor mit den dem Fachmann gel^uf igen 

Methoden gewonnen. Restriktionsanalyse und Sequenzierung konnen 
dazu dienen, den Klonierungsschritt zu prufen. Bevorzugt sind 
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solche Vektoren, die eine stabile Integration des transgenen 
Expressionskonstruktes in das pflanzliche Genom ermoglichen. 

Die Herstellimg eines transf ormierten Organismus (bzw. einer 
5 transf ormierten Zelle oder Gewebes) erfordert, dass die ent- 
sprechende DNA (z.B. der Expressionsvektor) oder RNA in die 
entsprechende Wirtszelle eingebracht wird. Fixr diesen Vorgang, 
der als Transformation (oder Transduktion bzw. Transf ektion) 
bezeichnet wird/ steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfugimg 

10 (Keown et al. (1990) Methods in Enzymology 185:527-537). So kann 
die DNA oder RNA beispielhaft direkt durch Mikroinj ektion oder 
durch Bombardierwig mit DNA-beschichteten Mikropartikeln ein- 
geftlhrt werden. Auch kann die Zelle chemisch, zijm Beispiel mit 
Polyethylenglycol, permeabilisiert werden, so dass die DNA durch 

15 Diffusion in die Zelle gelangen kann. Die DNA kann auch durch 
Protoplastenfusion mit anderen DNA-enthaltenden Einheiten wie 
MinicellS/ Zellen, Lysosomen oder Liposomen erfolgen. Elektro- 
poration ist eine weitere geeignete Methode zur Einftihrung von 
DNA, bei der die Zellen reversibel durch einen elektrischen 

20 Impuls permeabilisiert werden. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (beispielsweise bei Bilang et al. (1991) Gene 
100:247-250; Scheid et al. (1991) Mol Gen Genet 228:104-112; 
Guerche et al. (1987) Plant Science 52:111-116; Neuhause et al. 
(1987) Theor Appl Genet 75:30-36; Klein et al. (1987) Nature 

25 327:70-73; Howell et al . (1980) Science 208:1265; Horsch 
et al.(1985) Science 227:1229- 1231; DeBlock et al. (1989) 
Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology 
(Weissbach and Weissbach, eds.) Academic Press Inc. (1988); and 
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski, eds.) 

30 Academic Press Inc. (1989)). 

Bei Pflanzen werden dabei die beschriebenen Methoden zur Treuis- 
formation und Regeneration von Pflanzen aus Pf lanzengeweben 
oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation 

35 genutzt. Geeignete Methoden sind vor allem die Protoplasten- 
transf ormation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
das biolistische Verfahren mit der Genkanone, die sogenannte 
^'particle bombardment" Methode, die Elektr operation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung und 

40 die Mikroinj ektion. 

Neben diesen ''direkten" Transf ormationstechniken kann eine Trans- 
formation auch durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterium 
tumefaciens oder Agrobacterixom rhizogenes durchgefuhrt werden. 
45 Die Agrobacterium-vermittelte Transformation ist am besten fiir 
dicotyledone Pf lanzenzellen geeignet. Die Verfahren sind bei- 
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spielsweise beschrieben bei Horsch RB et al. {1985).-^Science 225: 
1229f ) . 

Werden Agrobakterien verwendet, so ist das transgene Expressions- 
5 konstrukt in spezielle Plasmide zu integrieren, entweder in 
einen Zwischenvektor (englisch: shuttle or intermediate vector) 
Oder einen binaren Vektor. Wird ein Ti oder Ri Plasmid zur 
Transformation verwendet, ist zumindest die rechte Begrenzung, 
meistens jedoch die rechte und die linke Begrenzxmg der Ti oder 
10 Ri Plasmid T-DNA als f lankierende Region mit dem einzufuhrenden 
transgenen Expressionskonstmkt verbxmden. 

Bevorzugt werden binare Vektoren verwendet. BinSre Vektoren 
konnen sowohl in E.coli als auch in Agrobacterium replizieren. 

15 Sie enthalten in der Regel ein Selektionsmarkergen fiir die 

Selektion trans formierter Pflanzen (z.B. das nptll Gen, das eine 
Resistenz gegen Kanamycin verleiht) und einen Linker oder Poly- 
linker f lankiert von der rechten xmd linken T-DNA Begrenzungs- 
sequenz . Aufierhalb der T-DNA-Begrenzungssequenz enthalten sie 

20 zudem noch einen Selektionsmarker , der eine Selektion trans- 
formierter E.coli und/ oder Agrobakteria ermoglicht (z.B, das 
nptlll Gen, das eine Resistenz gegen Kanamycin verleiht) . Ent- 
sprechende Vektoren konnen direkt in Agrobakterium trans formiert 
werden (Holsters et al. (1978) Mol Gen Genet 163:181-187). 

25 

Das in diesem Fall als Wirtsorganismus fungierende Agrobacterixmi 
sollte bereits ein Plasmid mit der vir-Region enthalten. Diese 
ist fur die (Jbertragung der T-DNA auf die pf lanzliche Zelle 
erf orderlich. Ein so transf ormiertes Agrobacterium kann zur 

30 Transformation pflanzlicher Zellen verwendet werden. Die Ver- 
wendung von T-DNA zur Transformation pflanzlicher Zellen ist 
intensiv \intersucht und beschrieben (EP 120 516; Hoekema, In: 
The Binary Plant Vector System, Of f setdrukkeri j Kanters B.V. , 
Alblasserdam, Chapter V; An et al. (1985) EMBO J 4:277-287). 

35 Verschiedene binare Vektoren sind bekannt und teilweise kommer- 
ziell erhaltlich wie zum Beispiel pBI101,2 oder pBINl9 (Clontech 
Laboratories, Inc. USA). 

Direkte Transf ormationstechniken eignen sich fiir jeden Organis- 
40 mus und Zelltyp. Im Falle von Injektion oder Elektroporation 
von DNA bzw. RNA in pflanzliche Zellen werden keine besonderen 
Anf orderungen an das verwendete Plasmid gestellt. Einfache 
Plasmide wie die der pUC~Reihe konnen verwendet werden. Sollen 
vollstandige Pflanzen aus den transf ormiert en Zellen regeneriert 
45 werden, so ist es vorteilhaft, wenn sich auf dem Plasmid ein 
zusS.tzliches selektionierbares Markergen befindet. 
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Stabil trans fontiierte Zellen d.h. solche, die die eingefiihrte 
DNA integriert in die DNA der Wirtszelle enthalten, konnen von 
untrcu:isfonnierten selektioniert werden, wenn ein selektionier- 
barer Marker Bestandteil der eingeftihrten DNA ist. Als Marker 
5 kann beispielhaft jedes Gen fungieren, dass eine Resistenz gegen 
Antibiotika oder Herbizide (wie Kanamycin, G 418, Bleomycin, 
Hygromycin oder Phosphinotricin etc.) zu verleihen vermag (s.o.) . 
Trans fontiierte Zellen, die ein solches Markergen expriitiieren, 
sind in der Lage, in der Gegenwart von Konzentrationen eines ent- 

10 sprechenden Antibiotikims oder Herbizides zu liberleben, die einen 
imtransf ormierten Wildtyp abtoten. Beispiel sind oben genannt und 
xamfassen bevorzugt das bar Gen, dass Resistenz gegen das Herbizid 
Phosphinotricin verleiht (Rathore KS et al. (1993) Plant Mol Biol 
21 (5) : 871-884) , das nptll Gen, dass Resistenz gegen Kanaitiycin 

15 verleiht, das hpt Gen, das Resistenz gegen Hygromycin verleiht, 
oder das EPSP-Gen, das Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat 
verleiht. Der Selektionsmarker erlaubt die Selektion von trans- 
formierten Zellen von imtransf ormierten (McCormick et al. (1986) 
Plant Cell Reports 5:81-84). Die erhaltenen Pflanzen konnen in 

20 tiblicher Weise geziichtet und gekreuzt werden. Zwei oder mehr 

Generationen sollten kultiviert werden, um sicherzustellen, dass 
die genomische Integration stabil nnd vererblich ist. 

Die oben genannten Verfahren sind beispielsweise beschrieben in 
25 Jenes B et al. (1993) Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
SD Kung und R Wu, Academic Press, S. 128-143 sowie in Potrykus 
(1991) Annu Rev Plant Physiol Plant Molec Biol 42:205-225. Vor- 
zugsweise wird das Expressionskonstrukt in einen Vektor kloniert, 
30 der geeignet ist, Agrobacteriiom tixmefaciens zu trans formier en, 
beispielsweise pBinl9 (Bevan et al. (1984) Nucl Acids Res 
12:8711f). 

Sobald eine transf ormierte Pf lanzenzelle hergestellt wurde, kann 
35 eine vollst&adige Pflanze unter Verwend\ing von dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erhalten werden. Hierbei geht man beispielhaft 
von Kalluskulturen aus. Aus diesen noch undif f erenzierten Zell- 
mas sen kann die Bildung von Spross und Wurzel in bekannter Weise 
induziert werden. Die erhaltenen Sprosslinge konnen ausgepflanzt 
40 und geziichtet werden. 

Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, um aus Pf lanzenzellen, 
Pf lanzenteile und ganze Pflanzen zu regenerieren . Beispielsweise 
werden hierzu Verfahren beschrieben von Fennell et al. (1992) 
45 Plant Cell Rep. 11:567-570; Stoeger et al (1995) Plant Cell Rep. 
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14:273-278; Jahne et al. (1994) Theor Appl Genet 8a:525-533 ver- 
wendet . 

^Transgen" meint alle solche Konstruktionen tmd Verfahren, 
5 in denen sich entweder 

a) die Nukleinsauresequenz kodierend fiir ein Protein mit 
Saccharoseisomerase-Aktivitat , oder 

10 b) eine mit besagter Niikleinsaxiresequenz xmter a) funktionell 
verknupfte genetische Kontrollsequenz r zum Beispiel ein 
Promoter , oder 

c) (a) und (b) 

15 

sich nicht in ihrer natiirlichen/ genetischen UmgebTing befinden 
Oder durch gentechnische Methoden modifiziert wurden, wobei 
die Modifikation beispielhaft eine Siobstitutionen, Additionen, 
Deletionen, Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer 
20 Nukleotidreste sein kann. Nattirliche genetische Umgebung meint 
den natiirlichen chromosomalen Locus in dem Herkunf tsorganismus 
Oder das Vorliegen in einer genomischen Bibliothek. 

25 


30 


35 


40 


45 
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Seqnienzen 

1. SEQ ID NO: 1 NukleinsSuresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Protamlnobatcter zubjrum 

SEQ ID NO: 2 Aminos aureseqxienz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus ProtaminohactGr ruhrum 


5 


3, SEQ ID NO: 3 Nukleinsauresequenz kodierend fur Saccharose- 
10 isomerase aus Saccharoseisomerase aus Ezwinia 

rhapontbici (N-terminales Fragment) 

4. SEQ ID NO: 4 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Saccharoseisomerase aus Eirwinia. 
15 rizapontiiici (N-terminales Fragment) 

5* SEQ ID NO: 5 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Erwinia rhaponthici 

20 6. SEQ ID NO: 6 Aminos auresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Erwinia rhaponthici 

7. SEQ ID NO: 7 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Protaminobacter rubrum (Variante) 

25 

8. SEQ ID NO: 8 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Protaminobacter rubrum (Variante) 

9- SEQ ID NO: 9 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
30 isomerase aus EinteroJbacter species SZ62 

10. SEQ ID NO: 10 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus JSnteroJbacter species SZ62 

35 11. SEQ ID NO: 11 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Serratla plymuthica 

12. SEQ ID NO: 12 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Serratia plymuthica 

40 

13. SEQ ID NO: 13 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Fusions- 

protein aus Saccharoseisomerase aus Exwinia 
rhapontici {pall) und Signalpeptidesequenz des 
Proteinase Inhibitor II Gens 

45 
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14. SEQ ID NO: 14 Aminos auresequenz kodierend fur.- Fusions - 

protein aus Saccharoseisomerase aus Erwlnia 
rhapontlcl {pall) und Signalpeptidesequenz des 
Proteinase Inhibitor XI Gens 

5 

15. SEQ ID NO: 15 Nukleinsauresequenz (vollstandige cDNA mit 

untranslatierter Region) kodierend fiir 
Saccharoseisomerase ( Isomaltulosesynthase ) 
aus Klebsiella sp. LX3 

10 

16. SEQ ID NO: 16 Aminosauresequenz kodierend fxir Saccharose- 

isomerase (Isomaltulosesynthase) aus Kleb- 
siella sp. LX3 

15 17. SEQ ID NO: 17 Nukleinsauresequenz (offenes Leseraster) 

kodierend fiir Saccharoseisomerase 
(Isomaltulosesynthase) aus Klebsiella sp. LX3 

18. SEQ ID NO: 18 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
20 isomerase (Isomaltulosesynthase) aus Kleb- 
siella sp. LX3 

19. SEQ ID NO: 19 Nukleinsauresequenz kodierend ftlr Saccharose- 

isomerase aus Enterobacter species SZ62 
25 (Fragment) 

20. SEQ ID NO: 20 Aminosauresequenz kodierend ftir Saccharose- 

isomerase aus Enterobacter species SZ62 
(Fragment) 

30 

21. SEQ ID NO: 21 Nukleinsauresequenz kodierend fur Saccharose- 

isomerase aus Pseudomonas mesoacidophila MX45 
(Fragment) 

35 22. SEQ ID NO: 22 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Pseudomonas mesoacidophila MX45 
(Fragment) 

23. SEQ ID NO: 23 Nukleinsauresequenz kodierend fiir 

40 Lemmi 9 -Promoter aus Tomate (Lycopersicum 

esculatxun) 

24. SEQ ID NO: 24 Nukleinsauresequenz kodierend fiir AO . 3TobRB7 

Promotorsequenz (Region: -298 bis +76) aus 
45 Nicotiana tabacimi 
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25. SEQ ID NO: 25 Oligonukleotidprimer FB83 

5 ' -GGATCCGGTACCGTTCAGCAATCAAAT-3 ' 

26. SEQ ID NO: 26 Oligonukleotidprimer FB84 

5 5 ' -GTCGACGTCTTGCCAAAAACCTT-3 ' 

27. SEQ ID NO: 27 Oligonukleotidprimer FB 97 

5 ' -GTCGACCTACGTGATTAAGTTTATA-3 ' 

10 28. SEQ ID NO: 28 Oligonukleotidprimer Leml 

5 ' -atcGAATTCATAATTTAACCATCTAGAG-3 ' 

29. SEQ ID NO: 29 Oligonukleotidprimer Lem2 

5 ' -atcG6TACCTGCTTCTGGAACGAAAGGG-3 ' 

15 

30. SEQ ID NO: 30 Oligonukleotidprimer Tobl 

5 -GGAATTCAGCTTATCTAAACAAAGTTTTAAATTC-3 ' 

31. SEQ ID NO: 31 Oligonukleotidprimer Tob2 

20 5 ' -GGGTACCAGTTCTCACTAGAAAAATGCCCC-3 

32. SEQ ID NO: 32 NukleinsSuresequenz kodierend fxir V-sense 

Promotor aus Wheat Dwarf Virus (GenBank Acc- 
No.: AX006849; Sequenz 1 aus WO 00/01832) 

25 

33. SEQ ID NO: 33 Nukleinsauresequenz kodierend fiir V-sense 

Promotor aus Maize Streak Virus (GenBank Acc- 
No.: AX006850; Sequenz 2 aus WO 00/01832) 

30 34. SEQ ID NO: 34 Nukle ins aure sequenz kodierend fur V-sense 

Promotor aus Pepper huasteco Virus (GenBank 
Acc.-No.: AX006851; Sequenz 3 aus WO 00/01832) 

35. SEQ ID NO: 35 Nukleins Sure sequenz kodierend ftir Saccharose- 
35 isomerase aus Serratia plymuthica 

36. SEQ ID NO: 36 Aminos aure sequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Serratia plymuthica 

40 


45 
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1. Fig. 1: Schematische Darstellung der E^ressionskassette 
im Plasmid p35S-cwIso. Bedeutimg der Abkarz\ingen: 

5 35S: 35S Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) Promoter 

SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 
OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : Restriktionschnittstellen 
10 Detaillierte Beschreibung der einzelnen Elemente siehe unten. 

2. Fig 2: Schematische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pB33-cwIso. Bedeutung der Abkurzungen: 

B33: Promotor des Klasse I Patatin-Gens B33 

15 SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 
OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibiing der einzelnen Elemente siehe unten. 

20 

3. Fig. 3: Westernblot -Analyse von pall exprimierenden Kartof- 
felknollen verschiedener transgener Linien. Pro Spur wurden 
20 |J.g losliches Protein auf ein SDS-Gel aufgetragen, getrennt 
imd auf Nitozellulose transf eriert . Der Filter wurden an- 

25 schliefiend mit einem polyklonalen Pall Antikorper hybridi- 

siert. Verglichen wurde die Expression in Knollen von Wild- 
typ-Kartof felpflanzen (wt) mit der in den Kartof fellinien 5, 
12, 26 und 33. 

30 4. Fig. 4: HPLC -Analyse der 16slichen Kohlenhydrate in 
Saccharoseisomerase exprimierenden Pflanzen. 
A : Zuckerstandards . 

B: Extrakt einer transgenen Knolle. 
C: Extrakt einer Wildtypknolle . 

35 

5. Fig. 5: Gehalt an Palatinose, Saccharose, Glucose und Starke 
in Wildtyp-Kartof f elknollen (wt) und Kartof felknollen ver- 
schiedener transgener Linien (3 bis 37), die das chimare 
pall Gen in der Zellwand exprimieren. Die Werte des Wiltyps 
40 (wt; gestreifte SSulen) und der transgenen Kartof felknollen 

(3 bis 37; schwarze Saulen) entsprechen den Mittelwerten 
von vier Messxingen ± Standardabweichung. Als zusatzliche Kon- 
trolle wurde eine transgene jedoch pal J nicht-exprimierende 
Linie (Control) analysiert. 

45 
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Fig. 6: Infektion von Kartof f elknollen mit Alternaria solani. 
Kartof felscheiben von Wildtyp-Knollen tmd Knollen der pall 
exprimierenden transgene Linien 5 und 33 z\m Zeitpunkt 
14 Tage nach. Infektion mit Alternaria solani. 
A: Kontrolle mit Kartof felscheiben von Widtyp (wt)- und 
transgenen Knollen (Linien 5 und 33) nach 14-tagiger 
Inkubation ohne vorherige Alternaria Infektion. 
Wildtypknollen; 14 Tage nach Alternaria Infektion 
Transgene Linie-5; 14 Tage nach Alternaria Infektion 
Transgene Linie-33; 14 Tage nach Alternaria Infektion 


7. Fig. 7: Schemjatische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pLemmi9-cwIso. Bedeutxmg der Abktirzungen : 
LemmiS: Lemmi9-Promotor aus Tomate (Lycopersicon esculent\nn) 

IS SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II--Gens 

pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 
OCS: Polyadenylierxingssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI, Asp718,BamHI, SalI,HindIII : Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibung der einzelnen Elemente siehe unten. 

20 

8. Fig 8: Schematische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pA0.3TobRB7-cwIso. Bedeutung der Abkiirzungen: 
A0.3TobRB: AO . 3TobRB7-Promotor aus Nicotiana tabacxim 
SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

25 pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 

OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibvmg der einzelnen Elemente siehe unten. 

30 Beispiele 


Allgemeine Methoden: 


Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, 
35 in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 
2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Klonierungs- 
schritte - wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarosegelelektro- 
phorese, Reinigung von DNA-Pragmenten, Transfer von Nukleinsauren 
40 auf Nitrozellulose xind Nylonmembranen, Verkntipfen von DNA-Frag- 
menten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von Bakterien, 
Vermehrung von Phagen \and Sequenzanalyse rekombinanter DNA - 
werden wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgef lihrt . 
45 Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens wurde entspre- 
chend der Methode von Hofgen und Willmitzer ((1988) Nucl . Acids 
Res. 16:9877) ausgefuhrt. Die Anzucht der Agrobacterien erfolgte 
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in YEB Medium (Vervliet et al. (1975) Gen Virol 26:.33). Die 
Seguenzierung rekombinanter DWA-Moleloile erfolgt mit einem 
Laserfluoreszenz-DNA-Secjuenzierer der Fintia MWTG-Licor nach 
der Method© von Sanger (Sanger et al. (1977) Proc Natl Acad 
5 Sci USA 74:5463-5467). 

Beispiel 1: PCR-Amplifikation eines Subfragments der Saccharose- 
isomerase aus Erwinia rhaponitici 

10 Die Klonierung eines Subfragments der Saccharoseisomerase 
erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain 
Reaction, PGR) . Als Matrizenmaterial diente genomische DNA aus 
E. rhapontici (DSM 4484), die nach Standardprotokoll isoliert 
wurde. Die Amplif izierving erfolgte unter Verwendung der nach- 

15 folgenden spezifischen Primer, die von einer Saccharoseisomerase- 
Seguenz des Standes der Technik abgeleitet wurden: 

FB83 5 ' -GGATCC(3GTACCGTTCAGCAATCAAAT-3 ' (SEQ ID NO: 25) 

20 FB84 5 ' -GTCGACGTCTTGCCAAAAACCTT-3 ' (SEQ ID NO: 26) 

Primer FB83 umfaSt die Basen 109 bis 127 und Primer FB84 die 
Basen 1289 bis 13 06 der kodierenden Region des Saccharose- 
isomerase-Gens von E. rhapontici. 


25 


Das PCR-Reaktionsgemisch (100 |Xl) enthielt; 


- chromosomale Bakterien DNA (1 iig) 

- Primer FB 83 und FB 84 ( jeweils 250 ng) , 

30 - Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuffer (10 |Xl, Stratagene) , 

- 200 J4M dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

- 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch fiir 5 min 
35 auf 95^C erhitzt. Die Polymerisierungsscliritte (30 Zyklen) wurden 
in einem automatischen T3-Thermocycler (Biometra) nach folgendem 
Programm durchgef lihrt : Denaturierung 95^*0 (1 Minute), Anlagerung 
der Primer bei 55*^0 (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72''C 
(2 Minuten) . Das erhaltene Fragment wurde in den Vektor pCR-Blunt 
40 (Invitrogen) kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde 
mittels Sequenzanalyse verifiziert. 

Das amplifizierte Subfragment kann auch als Hybridisierungssonde 
fiir die Isolierung weiterer Saccharoseisomerase-DNA-Sequenzen 
45 aus anderen Organismen oder als Sonde bei der Analyse transgener 
Zellen und Pflanzen eingesetzt werden. 
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Beispiel 2: 

Unter Verwendung des in Beispiel 1 ainplif izierten Fragmentes 
5 wurde eine genomische Bank von Erwinia rhapontici nach Standard- 
methoden durchmustert. AnschlieiSende Sequenzanalysen erlaubten 
die Bestiinmung des offenen Leserahmens der Saccliaroseisomerase. 
Von dieser Sequenz wurden die Oligonukleotidprimer FB83 und FB97 
abgeleitet . 

10 

Die Klonierxing des vollstandigen offenen Leserasters der 
Saccharose-Isomerase erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion 
(Polymerase Chain Reaction, PGR) . Als Matrizenmaterial diente 
genomische DNA aus E. rhapontici (DSM 4484), die nach Standard- 
15 protokoll isoliert wurde. Die Amplif izierung erfolgte unter Ver- 
wendiing der nachf olgenden spezifischen Primer 

FB83 5 ' -GGATCCGGTACCGTTCAGCAATCAAAT-3 ' (SEQ ID NO: 25) 

20 FB97 5 ' "GTCGACCTACGTGATTAAGTTTATA-3 ' (SEQ ID NO: 27) 

Primer FB83 umfaSt die Basen 109 bis 127 und Primer FB97 die 
Basen 1786 bis 1803 der kodierenden Region des Saccharose- 
isomerase-Gens . Zur Klonierung der amplif izierten DNA in 
25 Expressionsvektoren tragen die Primer zusatzlich folgende 

Restriktonsschnittstellen: Primer FB 83, BamHI und Primer FB 97, 
Sail. 

Das PCR-Reaktionsgemisch (100 enthielt: 

30 

- chromosomale Bakterien-DNA (1 \ig) , 

- Primer FB83 und FB97 jeweils 250 ng, 

- Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuf fer (10 |Lil Stratagene) , 

- 200 im dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

35 - 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene). 

Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch fur 5 min 
auf 95**C erhitzt* Die Polymerisierungsschritte (30 Zyklen) wurden 
in einem automatischen T3-Thermocycler (Biometra) nach folgendem 

40 Programm durchgef iihrt : Denaturierung 95*^0 (1 Minute), Anlagerung 
der Primer bei 55®C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72^C 
(2 Minuten) . Das amplif izierte Saccharoseisomerase-Fragment 
wurde in den Vektor pCR-Blunt (Invitrogen) kloniert, wodurch 
das Plasmid pCR-SucIso2 (ohne Translationsstart) erhalten wurde. 

45 Die IdentitMt der amplif izierten DNA wurde mittels Sequenz analyse 
verifiziert. Das PCR-Fragment beinhaltet somit die Sequenz einer 



7003/007027 


PCR-Amplifikation einer Saccharoseisomerase aus 
Erwinia rhaponitici 
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Saccharoseisomerase aus E. rhapontici, die sich von- Nukleotid 
109-1803 des Saccharoseisomerase-Gens erstreckt. 

Beispiel 3: Herstellxmg von Plasmid p35S-cwIso 

5 

Eine DNA Sequenz, die fiir eine Saccharose-Isomerase kodiert, 
wurde aus dem Plasmid pCR-SucIso2 isoliert und mit dem 35S- 
Promotor des Cauliflower Mosaik Virus, der eine konstitutive 
Expression in transgenen Pf lanzenzellen vermittelt sowie 
10 einem pflanzlichen Terminations signal versehen. Das pflanzliche 
Terminationssignal beinhaltet das 3'-Ende der Polyadenylierungs- 
stelle des Octopin-Synthase Gens. 

Vor die kodierende Sequenz des Saccharoseisomerase-Gens wurde 

15 auEerdem ein ftir die Aufnahme in das Endoplasmatische Retikulum 
notwendiges Signalpeptid eines pflanzlichen Gens {Proteinase- 
Inhibitor II-Gen aus Kartoffel (Keil et al* (1986) Nucl Acids Res 
14:5641-5650; Genbank Acc . -No . : X04118) fusioniert. Dazu wurde 
das Saccharoseisomerase-Fragment aus dem Konstrukt pCR-SucIso2 

20 liber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Sail herausge- 

schnitten und in einen BamHI / Sal l-ge6ff net en pMA-Vektor ligiert. 
Der Vektor pMA stellt eine modifizierte Form des Vektors pBinAR 
(H6fgen und Willmitzer (1990) Plant Sci. 66:221-230) dar. Welche 
den 35S-Promotor des Cauliflower Mosaik Virus, der eine konstitu- 

25 tive Expression in transgenen Pflanzen vermittelt, ein Signal- 
peptid des Proteinase-Inhibitors II aus Kartoffel, welches die 
Zielsteuearung des Fusionsproteins in die Zellwand veraittelt, so- 
wie ein pflanzliches Terminationssignal enthalt. Das pflanzliche 
Terminationssignal beinhaltet das 3'-Ende der Polyadenylierungs- 

30 stelle des Octopin-Synthase Gens. Zwischen der Teilsequenz des 
Proteinase-Inhibitors und dem Terminationssignal befinden sich 
Schnittstellen fiir die Res trikt ions enzyme BamHI, Xbal, Sail, 
PstI und SphI (in dieser Reihenfolge) , welche die Insertion 
entsprechender DNA-Fragmente ermoglichen, so dass ein Fusion- 

35 sprotein zwischen dem Proteinase-Inhibitor Signalpeptid und dem 
eingeftigten Protein entsteht, welches dann in die Zellwand von 
transgenen Pf lanzenzellen befordert wird, die dieses Protein 
exprimieren. Die Express ionskassette im Plasmid p35S-cwIso 
besteht somit aus den Fragmenten A,B und C (Fig. 1) : 

40 

A) Fragment A beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower Mosaik 
Virus (CaMV) . Es enthalt ein Fragment, welches die Nukleotide 
6909 bis 7437 des CaMV xomfaSt (Franck (1980) Cell 21:285). 


45 
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B) Fragment B enthalt die Nukleqtide 923 bis 1059 .^ines 
Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel (Keil el al., 
supra) , welche tiber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA 
TTG GG an das Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici, 

5 welches die Nukleotide 109 bis 1803 umfaSt, fusioniert sind. 

Dadurch wird ein ftir die Aufnahme von Proteinen in das Endo- 
plasmatische RetiJculum (ER) notwendige Signalpeptid eines 
pflanzlichen Proteins N-terminal an die Saccharoseisomerase 
Sequenz fusioniert. 

10 

C) Fragment C enthalt das Polyadenylier\mgssignal des Octopin- 
Synthase Gens (Dhaese et al. (1983) EMBO J. 2:419-426. GenBank 
Acc.-No,: Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533). 

15 In p35S-cwIso (35S = 35S-Promotor , cw = Zellwand, Iso = 

Saccharoseisomerase) steht die kodierende Region der Saccharose- 
isomerase aus E. rhapontici unter konstitutiver Kontrolle, 
das Genprodukt wird in das ER aufgenommen und anschlieSend 
sekretiert . 

20 

Beispiel 4: Herstellung von Plasmid pB33-cwIso 

Das Plasmid pB33-cwIso wurde xinter Verwendung des binaren 
Plasmids p35S-cwIso hergestellt, Dabei wurde der 35S-Promoter 
25 gegen den Promoter des Klasse I Patatin-Gens (Rocha-Sosa et al 
(1989) EMBO J 8:23-29) ausgetauscht . Die Expressionskassette 
dieses Plasmids pB33-cwIso besteht somit aus den drei Fragmenten 
A, B \ind C (siehe Fig. 2) : 

30 A) Fragment A beinhaltet die Region -1512 bis +14 relativ 

zur Transkriptionsinitiationsstelle des Klasse I Patatin- 
Gens. Die Promotorregion wurde als Dral-Fragment in den 
mit SstI geschnittenen Vektor pUCI8, dessen Enden unter 
Einsatz der T4-DNA-Polymerase aufgefiillt und somit geglattet 

35 worden waren, ligiert. AnschlieSend wurde das Fragment 

mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Asp718 aus dem 
Vektor pUClB wieder ausgeschnitten vmd in das Plasmid 
p35S-cwIso kloniert, aus dem vorher der 35S CaMV-Promotor 
nach partieller Restriktion mit den Enzymen EcoRI und 

40 Asp718 deletiert worden war. 

B) Fragment B enthalt die Nukleotide 923 bis 1059 eines 

Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel, welche 
tiber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA TTG GG an das 
45 Saccharoseisomerase-Gen aus E. rhapontici, welches die 

Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert sind. Dadurch 
wird ein fiir die Aufnahme von Proteinen in das ER notwendiges 
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Signalpeptid eines pflanz lichen Proteins N-tenainal an die 
Saccharoseisomerase-Sequenz f \isioniert . 

C) Fragment C enthait das Polyadenylierungssignal des Octopin- 
5 Synthase Gens (Dhaese et al. (1983) EMBO J 2:419-426; GenBank 

Acc.-No.: Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533). 

In pB33-cwIso {B33 = Promotor des Klasse I Patatin-Gens B33, 
cw = Zellwand, Iso = Saccharoseisomerase) steht die kodierende 
10 Region der Saccharoseisomerase aus E. rhapontici unter gewebe- 
spezifischer Kontrolle, das Genprodukt wird in das ER aufge- 
nomznen • 

Beispiel 5: Kartoffeltrans formation \md Selektion transgener 
15 Pflanzen 

20 kleine, mit einem Skalpell verwundete Blatter einer Kartoffel- 
Sterilkultur (Solanvim tuberostim L. cv. Solara) wurden in 10 ml 
MS-Meditom mit 2 % Saccharose gelegt, welches 50 jLll einer iinter 

20 Selektion gewachsenen Agrobacteritim txmef aciens-Ubernachtkultur 
enthielt. Nach 5-minQtigem, leichtem Schiitteln wurden die Petri- 
schalen bei 25^*0 im Dunkeln inkubiert. Nach zwei Tagen wiirden 
die Blatter auf MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 2 mg/1 Zeatinribose, 
0,02 mg/1 Giberellinsaure, 500 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin 

25 und 0,8 % Bacto-Agar ausgelegt. Nach einwochiger Inkubation bei 
25*C und 3000 Lux wurde die Claforankonzentration im Medium halb- 
iert. Eine weitere Woche Kultivierung erfolgte unter bekannten 
Bedingungen (Rocha-Sosa et al. (1989) EMBO J 8:23-29). 

30 Unter Verwend\mg des pB33-cwIso Plasmids wurden nach Agro- 
bakterien-vermittelter Trans format iorx insgesamt 36 kanamycin- 
resistente Kartof f elpf lanzen regeneriert. Die Knollen dieser 
Pflanzen wurden mit Hilfe eines polyklonalen Antikdrpers 
gegen das rekombinante Pall Protein (Bornke et al. (2002) 

35 Planta 214:356-364) auf pall Expression xmtersucht. Bei 

25 Linien konnte pall Expression im Westemblot nachgewiesen 
werden. Ein Westemblot von reprasentativen Linien ist in Pig. 3 
dargestellt . 

40 Beispiel 6: HPLC-Analyse der transgenen pB33-cwlso-Kartof f eln 

Mit dem Ziel des Nachweises der in vivo Konversion von Saccharose 
in Palatinose wurden Knollenextrakte der transgenen Linien 
mittels HPLC hinsichtlich ihres Gehaltes an loslichen Kohlen- 
45 hydraten untersucht. Die HPLC Analyse wurde nach der in B6rnke 
et al. (2002) Planta 214:356-364 beschrieben Methode durch- 
gefUhrt. Die Herstellung der Knollen Extrakte ist beschrieben 
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bei Sonnewald et al.(1992) Plant J 2:571-581. Die Resultate 
der HPLC Analyse sind in Fig. 4 dargestellt. 

Wie die Chromatogramme zeigen, ftihrt die Expression der 
5 Saccharoseisomerase in der Zellwand zu einer substantiellen 
Akkumulation von Palatinose in den Knollen der xmtersuchten 
pB33-cwIso-Linien. Der Wildtyp enthait keine Palatinose, wie 
ebenfalls aus den Chromatogrammen deutlich zu erkennen ist. 
Der Gehalt an ISslichen Zuckem in transgenen Koirtoffel- 
10 knollen, die das Konstrukt pB33--cwIso enthalten, ist in Fig. 5 
dargestellt. Der Gehalt an Palatinose in den Kartof f elknollen 
variiert zwischen den einzelnen transgenen Linien zwischen 
1,7 \mol/g FW (FW: afresh weight" = Frischgewicht ) (Linie 14) 
und 16 pmol/g FW (Linie 5) . 

15 

Beispiel 7: Infektion von Karof f elscheiben mit Alternaria solani 

Altemaria solani (bereitgestellt von Dr. Jurgen Sigrist, Zentrum 
far Griine Gentechnik, Neustadt an der Weinstrafie) warden auf 

20 PDA-Agar (Duchefa, Niederlande) fiir 14 Tage bei 16*^0 gehalten 
(PDA = Potato Dextrose Agar) . Die Sporen warden durch Abschaben 
in Wasser isoliert und die erhaltene Suspension durch Miracloth 
von fasten Bestandteilen befreit. Die Sporenzahl warde in einer 
Zahlkammer (Thoma) bestimmt and auf 10000 Sporen/ml eingestellt. 

25 25 |Lll (deinnach 250 Sporen) warden pro Kartof felscheibe (1,5 cm 
Durchmesser) aufgetragen und gleichinaiSig verteilt. Die inokulier- 
ten Scheiben warden anschlieSend bei IS^'C inkubiert. Die Bonitur 
erfolgte optisch. Das Ergebnis nach 14-tagiger Inkubation ist in 
Fig. 6 dargestellt. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, ist 

30 das Wachstum des Pilzes auf transgenen Kartof f elknollen, die die 
Saccharoseisomerase es^rimieren im Vergleich zum Wildtyp deutlich 
reduziert . 

Beispiel 8: Herstellung des Plasmids pLeinnii9-cwIso 

35 

Zur Herstellung des Plasmids pLemmiS-cwIso wurde der Promoter des 
Klasse I Patatin-Gens B33 im Plasmid pB33-cwIso gegen den Lemmi9 
Promoter Escobar et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 
12:440-449) ausgetauscht vind das Fusionsprotein aus Proteinase- 
40 Inhibitor Il-Signalpeptid und der Saccharoseisomerase somit unter 
die Kontrolle des ^Feeding cell'-spezif ischen Promoter gestellt. 

Die Fxmktionalitat des ^'Feeding cell"-spezif ischen Lemmi9- 
Promotors wurde bereits demonstriert (Escobar C et al. (1999) 
45 Mol Plant Microbe Interact 12:440-449). Das Plasmid pLeinmi9- 
cwlso beinhaltet drei Fragmente A, B und C (siehe Fig. 7): 
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A) Fragment A beinhaltet den Leinmi9-Promotor aus Tpmate (Lyco- 
persicon esculentiim) . Das Fragment beinhaltet die Sequenz 
von 1417 bp vor dem Trans lationsstart (ATG) des Leranii9-Gens 
und wurde als funktionelles Promoterfragment charakterisiert 
5 (Escobar et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12: 

440-449, Accession Z69032) . Es wurde itiittels PGR aus 
genomischer DNA von Tomate (Lycopersicon esculentum) ampli- 
fiziert. Die Amplif izier\mg erfolgte tmter Verwendung der 
folgenden spezifischen Primer: 

10 

Leml: 5 ' atcGAATTCATAATTTAACCATCTAGAG 3' (SEQ ID NO: 28) 

Lem2: 5 ' atcGGTACCT(3CTTCTGGAACGAAA(5GG 3' (SEQ ID NO: 29) 

15 Zur Klonierung der DNA in die Expressionskassette tragen die 

Primer zusatzlich folgende Restriktionsschnittstellen: Primer 
Leml, EcoRI; Primer Lem2, Asp718. 


20 


Das PCR-Reaktionsgemisch (100 |Lll) enthielt: 


- genomische Tomaten-DNA (1 |ig) / 

- Primer Leml iind Lem2 ( jeweils 250 ng) , 

- Pfu DNA-Polyrtierase-Reaktionspuf fer (10 ill, Stratagene) , 

- 200 MM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

25 - 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch 
fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Die Polymerisieriingsschritte 
(30 Zyklen) wurden in einem automatischen T3-Thermo- 

30 cycler (Biometra) nach folgendem Prograinm durchgef tihrt : 

Denaturierxmg 95**C (1 Minute) , Anlagerung der Primer bei 
56^C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72*^0 (3 Minuten) . 
Das Amplikon wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI xmd 
Asp718 verdaut und in die entsprechenden Restriktions- 

35 schnittstellen des Polylinkers von pBluescript (Stratagene) 

kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde mittels 
Sequenzanalyse verifiziert. AnschlieSend wurde das Fragment 
mit den Restriktionsenzycaen EcoRI und Asp718 verdaut und 
in das Plasmid pB33-cwIso kloniert aus dem vorher der 

40 B33-Promotor nach partieller Restriktion mit den Enzymen 

EcoRI und Asp718 deletiert wurde. 

B) Fragment B enthalt die Nukleotide 923 bis 1059 des 

Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel (Keil et al. 
45 (1986) Nucl Acids Res 14:5641-5650; Genbank Acc.No.: X04118) , 

welche liber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA TTG GG an 
das Saccharoseisomerase-Gen aus E. rhapontici, welches die 
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Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert siud. Dadurch 
ist ein fur die Aufnahme von Proteinen in das ER notwendiges 
Signalpeptid eines- pf lanzlichen Proteins N-terminal an die 
Saccharoseisomerase-Seguenz fusioniert . 

5 

C) Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin- 
Synthase Gens (Dhaese et al, (1983) EMBO J 2:419-426- 
Accession 237515, Nukleotide 1344 bis 1533), 

10 In pLeniiiii9-cwIso (Leinmi9 = Proitiotor des Leinini9-Gens aus Tomate 
(Lycopersicon esculentum) , cw = Zellwand, Iso = Saccharose- 
isomerase) steht die kodierende Region des Saccharoseisomerase- 
Gens unter Feeding cell-spezif ischer Kontrolle, das Genprodukt 
wird in das ER auf genommen . 

15 

Analog wurde ein Kontrollkonstrukt zur Expression von S-Glucuro- 
nidase (Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907) unter Kon- 
trolle des Iieinmi9 -Promo tors hergestellt {pLerami9-GUS) . 

20 Kartof f elzellen wurden wie oben beschrieben mittels Agro- 
bacteriuia-vermitteltem Gentransfer lait dem Konstrukt 
pLeinmi9-cwIso bzw. pLeiQmi9-GUS trans fontiiert und ganze Kartof fel- 
pflanzen wurden regeneriert. 

25 Beispiel 9: Herstellxing des Plasmids pAO . 3TobRB7-cwIso 

Zur Herstellung des Plasmids pAO . 3TobRB7-cwIso wurde der Promotor 
des des Klasse I Patatin-Gens B33 im Plasmid pB33-cwIso gegen den 
A0.3TobRB7 Promotor (Opperman et al. (1994) Science 263:221-223) 
30 ausgetauscht und das Fusionsprotein aus Proteinase-^Inhibitor-- 
Signalpeptid und der Saccharoseisomefase somit unter Feeding 
cell-spezif ische Kontrolle gestellt. 

Die Funktionalitat des Feeding cell"-spezif iscben A0.3TobRB7- 
35 Promoters wurde bereits demonstriert (Opperman et al. (1994) 
Science 263:221-223). Das pflanzliche Terminationssignal bein- 
haltet das 3 ' -Ende der Polyadenylier\ingsstelle des Octopin- 
Synthase-Gens . Das Plasmid pAO . 3TobRB7-cwIso beinhaltet drei 
Pragmente A, B und C (Fig. 8) : 

40 

A) Fragment A beinhaltet den AO . 3TobRB7-Promotor aus Nicotiana 
tabacum. Das Fragment beinhaltet die Region von -298 bp bis 
+76 des TobBR7-Gens befinden und als funktionelles Promoter- 
fragment charakterisiert wurden (Opperman et al. (1994) 
45 Science. 263: 221-223, Acc.-No.: S45406) . Es wurde mittels 

PGR aus genomischer DNA von Nicotiana tabacxam Var. Samsun ISIN 
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amplifiziert. Die Amplif izierung erfolgte imter Verwendung 
der folgenden spezifischen Primer: 

Tobl : 5 ' -GGAATTCAGCTTATCTAAACZ^GTTTTAAATTC (SEQ ID NO: 30) 

5 

Tob2: 5 ' -GGGTACCAGTTCTCACTAGAAAAATGCCCC-3 ' (SEQ ID NO: 31) 

Zur Klonier\mg der DNA in die Express ionskassette tragen die 
Primer zusatzlich folgende Restriktionsschnittstellen: Primer 
10 Tobl, EcoRI; Primer Tob2, Asp718, 

Das PCR-Reaktionsgemisch (100 enthielt: 

- genomische DNA aus Tabak (1 lig) , 

15 - Primer Tobl iind Tob2 (jeweils 250 ng) , 

- Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuf fer (10 ill, Stratagene) , 

- 200 MM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

- 2,5 Eiiiheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

20 Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch 

far 5 min auf SS^'C erhitzt. Die Polymerisiervmgsschritte 
(30 Zyklen) wurden in einem automatischen T3-Tliermo- 
cycler (Biometra) nach folgendem Programm durchgef lihrt : 
Denaturiervmg 95°C (1 lyiinute) , Anlagerung der Primer bei 

25 SS^'C (40 Sekiinden) , Polymerase-Reaktion bei 72''C (3 Minuten) . 

Das Amplikon wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI tmd 
Asp718 verdaut und in die entsprechenden Restriktions- 
schnittstellen des Polylinkers von pBluescript (Stratagene) 
kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde mittels 

30 Sequenzanalyse verifiziert. AnschlieSend wurde das Fragment 

mit den Restriktionsenzymen EcoRI \md Asp718 verdaut und 
in das Plasmid pB33-cwIso kloniert aus dem vorher der 
B3 3 -Promoter nach Restriktion mit den Enzymen EcoRI und 
Asp718 deletiert wurde. 

35 

B) Fragment B enthalt die Nukleotide 923 bis 1059 eines 

Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel (Keil et al. 
(1986) Nucl, Acids Res. 14:5641-5650; Genbank Acc.No.: 
X04118), welche an das Saccharoseisomerase-Gen aus E. rhapon- 
40 tici, welches die Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert 

sind. Dadurch wird ein fiir die Aufnahme von Proteinen in 
das ER notwendiges Signalpeptid eines pflanzlichen Proteins 
N-terminal an die Saccharoseisomerase-Sequenz fusioniert. 


45 


wo 2004/005504 


:P2003/007027 


— 59 — 

C) Fragment C enthalt das Polyadenylieriingssignal .des Octopin- 
Synthase Gens {Dhaese et al, (1983) EMBO J 2:419-~426. 
Accession Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533). 

5 In pA0.3TobRB7~cwIso (A0.3TobRB7 = verktirzter Promotor des 

TobRB7-Gens aus Tabak, cw = Zellwand, Iso = Saccharoseisomerase) 
steht die kodierende Region des Saccharoseisomerase-Gens unter 

Feeding cell'^-spezifischer Kontrolle, das Genprodukt wird 
in das ER aufgenoiranen. 

10 

Analog wurde ein Kent rol Ikons trukt zxxr Expression von iS-Glucuro- 
nidase (Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907) unter Kon- 
trolle des A0.3TobRB7-Promotors hergestellt (pA0.3TobRB7-GUS) . 

15 Kartof felzellen wurden wie oben beschrieben mittels 

Agrobacterixam-vermitteltem Gentransfer mit dem Konstrukt 

pAO. 3TobRB7-cwIso bzw. pAO . 3TobRB7-GUS transf ormiert xand Kartof - 

f elpf lanzen wurden regeneriert 

20 Beispiel 10: Infektion der Pf lanzen mit Nematoden 

Trans formierte Pflanzen werden mit Hilfe von npt-spezif ischen 
Primern aber PGR bestatigt. Zur Infektion mit Nematoden werden 
die Stecklinge von transgenen Linien, die die Saccharoseisomerase 

25 unter Kontrolle eines „ Feeding cell^-spezif ischen Promoters 
exprimieren, zuerst auf Medium mit Kanamycin angezogen und 
spater in Topfe mit steriler Erde transf eriert . Die Pflanzen 
werden bei 22''C (16 h Tag/ 8 h Nacht) angezogen. Die Infektion 
der Pflanzen wird wie folgt durchgef lihrt : 3 ml einer Suspension 

30 (ca. 500 J2-Larven) von Wurzelgallennematoden (Meloidogyne- 
Arten) werden direkt neben den Stengeln der Pflanzen in die 
Erde inokuliert. Die Pflanzen werden nach 2 bis 3 Wochen aus 
den Topfen entfernt und die Wurzeln gewaschen. AnschlieSend wird 
die gesamte Wurzel einer jeden Pflanze mit Hilfe eines Stereo- 

35 mikroskopes untersucht und die Anzahl der Gallen am Wurzelsystem 
von transgenen Pflanzen und Wildtyppf lanzen verglichen, 

Transgene Pflanzen, die die Saccharoseisomerase unter Kontrolle 
eines ^Feeding cell^^-spezif ischen Promotors exprimieren, zeigen 
40 eine deutliche Resistenz gegentiber endoparasitaren Wurzel- 

nematoden. Die Anzahl der Gallen am Wurzelsystem dieser Pflanzen 
nach Nematodenbefall ist im Vergleich zu nicht-transf ormierten 
Pflanzen signifikant reduziert. 

45 Beispiel 11: In vitro Nematodenresistenz-Test 


Materialien: 
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Pflanzen: Kartoffel (Solanum tTiberosim L. cv. Sol'ara) 
Nematoden: Meloidogyne incognita 

Medium: modif iziertes Murashige & Skobg Medixjm (MSm; verfestigt 
5 mit Agar) bestehend aus micro und 1/2 macro-Element en 

einschliefilich VitamiAen, Sucrose und Diachin-Agar (0,7%) 
pH 5,8. 

10 Pflanzen: Sterile transgene Kartof f elpf lanzen (Solaniom tuberosum 
L. cv. Solara transf ormiert mit pAO .3TobRB7-cwIso bzw. 
pLemmi9-cwIso) und entsprechende transgene Kontrollpf lanzen (So- 
lanum t\iberosum L. cv. Solara transf omiert mit pAO . 3TobRB7-GUS 
bzw. pLemmi9-GUS) wurden in Glasern mit jeweils mehreren Pfleoizen 

15 bereitgestellt • Ausgehend von jeder Pflanze vmrden jeweils drei 
Linien mittels Stengelabschnitten und nachf olgender Kultivierung 
auf modif iziertem Murashige & Skoog Medium (MSm; verfestigt mit 
Agar) generiert. Jede Linie wurde auf einer separaten 9 cm Petri- 
schale ausgepf lanzt . Die Pflanzen wurden fur 2 bis 3 Wochen unter 

20 einem Licht/Dunkel-Regim von 16h Licht / 8h Dunkelheit bei 25°C 
geziichtet . 

Nematoden-Stammkultur : 

Nematoden wurden aus sterilen Stammkulturen gewonnen. M. inco- 
25 gnita wurde monoxenisch in der Dunkelheit bei 25 °C auf Wurzelex- 
plantaten von Cucumis sativus geziichtet, wie bei Wyss et al. be- 
schrieben (Wyss U et al. (1992) Nematologica 38:98-111). Eier- 
sacke wurden aus den Sterilkulturen gesammelt und auf einem Sieb 
in einem Glastrichter mit sterilem Wasser plaziert. Die Trichter 
30 warden mit einem Platikschlauch verbimden, welcher mit einer 
Klemme verschlossen wurde. Geschliipfte Jungtiere wurden durch 
5f fnen der Klemme und Ablassen der Suspension in kleine GefSSe 
gewonnen. Die Viskositat der Suspension wurde durch Zufiigen einer 
Suspension von sterilem ''Gel Rite" erhoht. Die Dichte der Nemato- 
35 den in der Suspension wurde bestimmt und durch Zugabe von steri- 
lem Wasser normiert. 

Nematodeninfektion 

Sobald die Pf lanzenwurzeln ein Wurzelsystem entwickelt hatten, 
40 wurden die Wurzeln mit frisch geschlUpften Jungnematoden im zwei- 
ten Stadium (J2) infiziert. Zehn Tropfen mit jeweils 10 Jungtie- 
ren wurden dabei auf jede Pflanze appliziert. 

Auswertung : 

45 Nach 2 bis 3 Wochen hatten die Nematoden die Wurzeln penetriert 
und in den Kontrollpf lanzen hatten sich Gallen gebildet. Gallen- 
bildung wurde als Zeichen einer erf olgreichen Penetration und 
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Etablierung von Frefistellen in den Wurzeln herangezogen. Die 
Wurzeln der verschiedenen Pf lanzenlinien warden auf Gallen mikro- 
skopiscli untersucht und die Gallen auf der Petrischale vermerkt. 

5 Im Vergleich zu den Kontrollpf lanzen zeigen die mit 

pAO . 3TobRB7-cwIso bzw. pLeinini9-cwIso trans formier ten Kartoffel- 
linien eine signifikante Verringeriing der Gallenbildung. Dies 
bedeutet eine signifikante Mindemng der Nematoden-bedingten 
Schadigung . 
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Patentcuispriiclie 


1. 

5 


10 


15 


20 


25 


3. 

30 


35 


40 


Verfahren zvun Erzielen oder ErhShen der Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen in pf lanzliciien Organismen, wobei 
nachfolgende Arbeitsschritte umfasst sind 

a) transgene E3q>ression eines Proteins mit Saccharoseiso- 
merase Aktivitat in einem pf lanzlichen Organismus oder 
einem Gewebe, Organ, Teil oder Zelle desselben, und 

b) Auswahl der pf lanzlichen Organismen, bei denen 

- im Unterschied oder Vergleich zvun Ausgangsorganisims - 
die Resistenz gegen inindestens ein Pathogen besteht 
Oder erhdht ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Saccharose-Isomerase 
besclirieben wird durch 

i) ein Protein gemafi SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16,18 
oder 36, oder 

ii) ein fimktionelles Equivalent zu einem Protein gem^S 
SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 oder 36, oder 

iii) . ein fxinktionell Squivalentes Fragment zu einem Protein 

gemas i) vmd ii) . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die 
Expression der Saccharoseisomerase gewahrleistet wird durch 
eine transgene Expressionskassette imfassend mindestens eine 
Nukleinsauresequenz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 

a) Nukleinsauresequenzen kodierend eine AminosSuresequenz 
gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 
Oder 36, und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fiir Proteine mit einer 
Homologie von mindestens 40% zu der Seqiienz gemaS 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 26 
auf wei sen , und 

c) Nukleinsauresequenzen gemaS SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 
13, 15, 17, 19, 21 Oder 35, und 


Zeichn. + Sec[u, 
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d) 


Nukleinsauresequenzen, die zu einer Nukleinsauresesequenz 
von c) degeneriert ist, tind 


e) 


Nukleinsaiiresequenzen, die eine Homologie von mindestens 


5 
10 

4. 

15 

5. 

20 

6. 

25 

7. 

30 

8. 

35 

9. 

40 


40% zu einer Nukleinsauresequenz gemafi SEQ ID No: 1, 3, 
5, 1 , S, 11, 13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 aufweisen, und 

f ) Nukleinsaureseq[uenzen, die mit einem komplementaren 

Strang der Nukleinsauresequenz gemaS SEQ ID No: 1, 3, 5, 
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35 hybridisieren, 

Verfahren nach einem der AnsprtLche 1 bis 3, wobei die Saccha- 
rose-Isomerase unter Kontrolle eines in Pflanzen f\jnktionel- 
len pathogen-induzierbaren oder gewebespezifischen Promotors 
exprimiert wird. 

Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Pilzen und 
Nematoden. 

Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe der Pilze bestehend aus 
Plasmodiophoramycota , Oomycota , Ascomycota , Chytridiomyceten , 
Zygomyceten, Basidiomycota und Deuteromyceten . 

Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 6, wobei die Pflanze 
ausgewahlt ist aus der Garuppe bestehend aus Kartoffel, Riibe, 
ZuckeriTLibe , Tomate, Banana, Karotte, Zuckerrohr, Erdbeere, 
Ananas, Papaya, Soja, Hafer, Gerste, Weizen, Roggen, Tri- 
ticale, Hirse \ind Mais. 

Transgene Expressionskassette enthalten in funktioneller 
Verkntlpfung mit einem in Pflanzen funktionellen pathogen- 
induzierbaren oder epidermis-spezif ischen Promoter eine 
Nukleinsauresequenz kodieren fiir eine Saccharose-Isomerase . 

Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8, wobei die 
Saccharoseisomerase wie in einem der Ansprtiche 2 oder 3 
def iniert ist - 

Transgene Escpressionskassette nach Anspruch 8 oder 9, 
wobei der pathogen-induzierbare oder epidermis-spezif ische 
Promoter ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer 
der Sequenzen gemaS SEQ ID NO: 23, 24, 32, 33 oder 34. 
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11. Transgener Expressionsvektor enthaltend eine transgene 
Expressionskassette gemaS eineia der Anspriiche 8 bis 10. 

12. Transgener Organismus enthaltend eine transgene Expressions- 
5 kassette gemafi einem der Ansprticlie 8 bis 10 oder einen trans- 

genen Expressionsvektor gemafi Anspruch 11. 

13. Transgener Organismus nach Anspruch 12, ausgewahlt aus der 
Gruppe der Pflanzen bestehend aus Kartoffel, Riibe, Zucker- 

10 rube, Tomate, Banane, Karotte, Zuckerrohr, Erdbeere, Ananas, 

Papaya, Soja, Hafer, Gerste, Weizen, Roggen, Triticale, Hirse 
und Mais, 

14. Transgene Erntepr odukte , Vermehrungsmaterial , Zellen, Organe, 
15 Teile, Kalli, Zellkulturen, Saitien, Knollen, Stecklinge oder 

transgene Naclikoinmen eines transgenen Organismus gemaS einem 
der Anspruche 12 bis 13. 

15. Vearwendung eines transgenen Organismus nach einem der 

20 Anspriiche 12 bis 13 oder von diesem angel eitete transgene 

Ernteprodukte , Vermehrixngsmaterial , Zellen , Organe , Teile , 
Kalli, Zellkulturen, Samen, Knollen, Stecklinge oder 
transgene Nachkommen nach Anspruch 14 zur Herstellung 
von Palatinose. 

25 


30 


35 


40 


45 
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SEQUENZPROTOKOIiL 

<110> SunGene GmbH & Co.KGaA 

<120> Verfahren zxim Erreichen einer Patliogenresistenz in 
Pflanzexi 

<130> PF53687 

<140> 
<141> 

<160> 36 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1890 
<212> DNA 

<213> Protaminobacter rubrum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1887) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 1 

atg ccc cgt caa gga ttg aaa act gca eta gcg att ttt eta acc aca 48 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala lie Phe Leu Thr Tiir 
15 10 15 

tea tta tgc ate tea tgc eag eaa gee tte ggt acg caa eaa ccc ttg 96 
Ser Leu Cys lie Ser Cys Gin Gin Ala Phe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 

ctt aac gaa aag agt ate gaa cag teg aaa acc ata cct aaa tgg tgg 144 
Leu Asn Glu Lys Ser lie Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 

35 40 45 

aag gag get gtt ttt tat cag gtg tat ccg cgc tee ttt aaa gae acc 192 
Lys Glu AJLa Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aac gga gat ggc ate ggg gat att aac ggc ate ata gaa aaa tta gae 240 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp lie Asn Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

tat eta aaa gcc ttg ggg att gat gee att tgg ate aac cea cat tat 288 
Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gat tct ccg aac acg gat aat ggt tac gat ata cgt gat tat cga aaa 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

ate atg aaa gaa tat ggc acg atg gag gat ttt gae cgc ctg att tct 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa egg aat atg egg ttg atg att gat gtg gte ate aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

cac acc age gat eaa aac gaa tgg ttt gtt aaa agt aaa age agt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

gat aat cct tat cgc ggc tat tat tte tgg aaa gat get aaa gaa ggg 528 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 
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816 


864 


912 


960 


cag gcg cct aat aat tac cct tea ttc ttt ggt ggc teg gcg tgg caa 576 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyx Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Tip Gin 
180 185 190 

aaa gat gaa aag acc aat caa tac tac ctg cac tat ttt get aaa caa 624 
Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu- His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

cag cct gac eta aac tgg gat aat ccc aaa gtc cgt caa gat ctt tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gea atg tta cgt ttc tgg tta gat aaa ggc gtg tet ggt tta cgt ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat acg gta gcg acc tac tea aaa att ecg gat ttc eca aat etc acc 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 

245 250 255 

caa caa cag ctg aag aat ttt gca gcg gag tat acc aag ggc cct aat 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

att cat cgt tac gtc aat gaa atg aat aaa gag gtc ttg tet cat tac 
lie His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gac att gcg act gee ggt gaa ate ttt ggc gta ccc ttg gat caa teg 
Asp lie Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

ata aag ttc ttc gat cgc cgc cgt gat gag ctg aac att gca ttt acc 
He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gac tta ate aga etc gat ega gac tet gat caa aga tgg cgt cga 1008 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

aaa gat tgg aaa ttg teg caa ttc egg cag ate ate gat aac gtt gac 1056 
Lys Asp Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Asp Asn Val Asp 

340 345 350 

cgt act gca gga gaa tat ggt tgg aat gee ttc ttc ttg gat aac cac 1104 
Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

gac aat ecg cgc get gtc teg cac ttt ggc gat gat gat cgc cca caa 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Asp Arg Pro Gin 
370 375 380 

tgg cgt gag cca teg get aaa gcg ctt gca acc ttg acg ctg act caa 1200 
Trp Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin 
385 390 395 400 

cga gca aca cct ttt att tat caa ggt tea gaa ttg ggc atg acc aat 1248 
Arg Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn 
405 410 415 

tac ecg ttt aaa get att gat gaa ttc gat gat att gag gtg aaa ggt 1296 
Tyr Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly 
420 425 430 

ttt tgg cat gac tac gtt gag aca gga aag gtc aaa gee gac gag ttc 1344 
Phe Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe 
435 440 445 
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ttg caa aat gta cgc ctg acg age agg gat aac age egg acg ccg ttc 1392 
Leu Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg A^p Asn Ser Arg Thx Pro Phe 
450 455 460 

caa tgg gat ggg age aaa aat gca gga tte acg age gga aaa cct tgg 1440 
Gin Tz^ Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thx Ser Gly Lys Pro Trp 
465 470 475 480 

tte aag gtc aae cea aac tac cag gaa ate aat gea gta agt caa gtc 1488 
Phe Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu lie Asn Ala Val Ser Gin Val 
485 490 495 

aca caa ccc gae tea gta ttt aae tat tat cgt cag ttg ate aag ata 1536 
Thr Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu lie Lys lie 
500 505 510 

agg cat gac ate ccg gca ctg ace tat ggt aca tac ace gat ttg gat 1584 
Arg His Asp lie Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp 
515 520 525 

cct gca aat gat teg gtc tac gee tat aca cgc age ctt ggg gcg gaa 1632 
Pro Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu 
530 535 540 

aaa tat ctt gtt gtt gtt aac ttc aag gag caa atg atg aga tat aaa 1680 
Lys Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met Arg Tyr Lys 
545 550 555 560 

tta ccg gat aat tta tec att gag aaa gtg att ata gac age aac age 1728 
Leu Pro Asp Asn Leu Ser lie Glu Lys Val lie lie Asp Ser Asn Ser 
565 570 575 

aaa aae gtg gtg aaa aag aat gat tea tta etc gag eta aaa cea tgg 1776 
Lys Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp 
580 585 590 

cag tea ggg gtt tat aaa act aaa tea ata aat etc ata gtc acg cea 1824 
Gin Ser Gly Val Tyr Lys Thr Lys Ser lie Asn Leu He Val Thr Pro 
595 600 605 

aat aat gta aat ata ttg aaa eta tta aaa ccg gca ttt tat gee ggt 1872 
Asn Asn Val Asn He Leu Lys Leu Leu Lys Pro Ala Phe Tyr Ala Gly 
610 615 620 

ttt ttt age gea aaa tag 1890 

Phe Phe Ser Ala Lys 

625 

<210> 2 
<211> 629 
<212> PRT 

<213> Protaminobaeter rubruin 
<400> 2 

Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala He Phe Leu Thr Thr 

15 10 15 

Ser Leu Cys He Ser Cys Gin Gin Ala Phe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 

Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 
35 40 45 

Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 


Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Asn Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 


wo 2004/005504 


4 



;P2003/007027 


Tyr Leu Lys Ala Leu Gly lie Asp Ala lie Trp lie Asn Pro His Tyr 

85 90 -^5 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp lie Arg Asp Tyr Arg Lys 

100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 

130 135 140 

His Tlir Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

Gin pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 

210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Tirp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 

245 250 255 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

Lys Asp Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Asp Asn Val Asp 
340 345 350 

Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 

355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Asp Arg Pro Gin 
370 375 380 

Trp Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin 
385 390 395 400 

Arg Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn 


Tyr Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly 

420 425 430 

Phe Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe 
435 440 445 

Leu Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe 


405 


410 


415 


450 


455 


460 
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Gin Trp Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp 
465 470 475 480 

Phe Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu lie Asn Ala Val Ser Gin Val 

485 490 495 

Thr Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu lie Lys He 

500 505 510 

Arg His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp 
515 520 525 

Pro Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu 
530 535 540 

Lys Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met TUrg Tyr Lys 
545 550 555 560 

Leu Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He He Asp Ser Asn Ser 

565 570 575 

Lys Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp 

580 585 590 

Gin Ser Gly Val Tyr Lys Thr Lys Ser He Asn Leu He Val Thr Pro 
595 600 605 

Asn Asn Val Asn He Leu Lys Leu Leu Lys Pro Ala Phe Tyr Ala Gly 
610 615 620 

Phe Phe Ser Ala Lys 
625 


<210> 3 
<211> 1305 
<212> DMA 

<213> Erwinia rhapontici 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1305) 

<223> coding for N- terminal fragment of sucrose 
isomerase 

<400> 3 

atg tec tct caa gga ttg aaa acg get ntc get att ttt ctt gca acc 48 

Met Ser Ser Gin Gly Leu Lys Thr Ala Xaa Ala He Phe Leu Ala Thr 

1 5 10 15 

act ttt tct gcc aca tec tat eag gee tgc agt gee nnn cea gat acc 96 

Thr Phe Ser Ala Thr Ser Tyr Gin Ala Cys Ser Ala Xaa Pro Asp Thr 

20 25 30 

gcc ecc tea etc acc gtt eag caa tea aat gcc ctg ccc aca tgg tgg 144 

Ala Pro Ser Leu Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Thr Trp Trp 
35 40 45 

aag cag get gtt ttt tat eag gta tat cea cgc tea ttt aaa gat acg 192 
Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aat ggg gat ggc att ggg gat tta aac ggt att att gag aat tta gae 240 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp 
65 70 75 80 

tat ctg aag aaa ctg ggt att gat gcg att tgg ate aat cea cat tac 288 
Tyr Leu Lys Lys Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 
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gat teg ccg aat acg gat aat ggt tat gac ate egg gat tac cgt aag 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

at a atg aaa gaa tac ggt acg atg gaa gac ttt gac cgt ctt att tea 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Plie Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aag aaa cgc aat atg cgt ttg atg att gat att gtt ate aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp He Val He Asn 
130 135 140 

cac ace age gat cag eat gcc tgg ttt gtt cag age aaa teg ggt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin His Ala Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys 
145 150 155 160 

aac aac eee tac agg gac tat tac ttc tgg cgt gac ggt aag gat ggc 528 
Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly 

165 170 175 

cat gee eee aat aac tat eee tec ttc ttc ggt ggc tea gcc tgg gaa 576 
His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu 
180 185 190 

aaa gac gat aaa tea ggc cag tat tac etc eat tac ttt gee aaa cag 624 
Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

caa ccc gac etc aac tgg gac aat eee aaa gtc cgt caa gac ctg tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gac atg etc cgc ttc tgg tta gat aaa ggc gtt tet ggt tta cgc ttt 720 
Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat ace gtt gcc ace tac teg aaa ate ccg aac ttc cet gac ctt age 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser 
245 250 255 

caa cag cag tta aaa aat ttc gcc gag gaa tat act aaa ggt cet aaa 816 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys 
260 265 270 

att cac gac tac gtg aat gaa atg aac aga gaa gta tta tec cac tat 864 
He His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gat ate gcc act gcg ggg gaa ata ttt ggg gtt cet ctg gat aaa teg 912 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser 
290 295 300 

att aag ttt ttc gat cgc cgt aga aat gaa tta aat ata gcg ttt acg 960 
He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gat ctg ate agg etc gat cgt gat get gat gaa aga tgg egg ega 1008 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

aaa gac tgg acc ctt teg cag ttc cga aaa att gtc gat aag gtt gac 1056 
Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Arg Lys He Val Asp Lys Val Asp 
340 345 350 

caa acg gea gga gag tat ggg tgg aat gcc ttt ttc tta gac aat cac 1104 
Gin Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 
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gac aat ccc cgc gcg gtt tct cac ttt ggt gat gat cga cca caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

cgc gag cat gcg gcg aaa gca ctg gca aca ttg acg ctg acc cag cgt 1200 
Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thx Gin Arg 
385 390 395 400 

gca acg ccg ttt ate tat cag ggt tea gaa etc ggt atg acc aat tat 1248 
Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttt aaa aaa ate gat gat ttc gat gat gta gag gtg aaa ggt ttt 1296 
Pro Phe Lys Lys lie Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg caa gac 1305 
Trp Gin Asp 
435 

<210> 4 
<211> 435 
<212> PRT 

<213> Erwinia rhapontici 
<400> 4 

Met Ser Ser Gin Gly Leu Lys Thr Ala Xaa Ala lie Phe Leu Ala Thr 
15 10 15 

Thr Phe Ser Ala Thr Ser Tyr Gin Ala Cys Ser Ala Xaa Pro Asp Thr 
20 25 30 

Ala Pro Ser Leu Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Thr Trp Trp 

35 40 45 

Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp 
65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Lys Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 . 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp He Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin His Ala Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys 
145 150 155 160 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly 

165 170 175 

His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu 
180 185 190 

Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 

195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 
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Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser 
245 250 25-5 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys 

260 265 270 

He His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 

275 280 285 

Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser 

290 295 300 

He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 . 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg 

325 330 335 

Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Arg Lys He Val Asp Lys Val Asp 
340 345 350 

Gin Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

370 375 380 

Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

Pro Phe Lys Lys He Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp Gin Asp 
435 


<210> 5 
<211> 1803 
<212> DNA 

<213> Erwinia rhapontici 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1800) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 5 

atg tec tct caa gga ttg aaa acg get gtc get att ttt ctt gca acc 48 
Met Ser Ser Gin Gly Leu Lys Thr Ala Val Ala He Phe Leu Ala Thr 
15 10 15 

act ttt tct gcc aca tec tat eag gcc tgc agt gee ggg eca gat acc 96 
Thr Phe Ser Ala Thr Ser Tyr Gin Ala Cys Ser Ala Gly Pro Asp Thr 
20 25 30 

gcc ccc tea etc acc gtt eag caa tea aat gcc ctg cce aca tgg tgg 144 
Ala Pro Ser Leu Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Thr Trp Trp 

35 40 45 

aag eag get gtt ttt tat eag gta tat cca egc tea ttt aaa gat acg 192 
Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 

50 55 60 

aat ggg gat ggc att ggg gat tta aac ggt att att gag aat tta gac 240 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp 
65 70 75 80 
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tat ctg aag aaa ctg ggt att gat gcg att tgg ate aat cca cat tac 288 
Tyr Leu Lys Lys Leu Gly lie Asp Ala lie Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gat teg ccg aat acg gat aat ggt tat gac ate egg gat tac egt aag 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

ata atg aaa gaa tac ggt acg atg gaa gac ttt gac cgt ctt att tea 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aag aaa cge aat atg cgt ttg atg att gat att gtt ate aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp He Val He Asn 
130 135 140 

cac aec age gat eag eat gee tgg ttt gtt eag age aaa teg ggt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin His Ala Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys 
145 150 155 160 

aac aac cec tac agg gac tat tac ttc tgg cgt gac ggt aag gat ggc 528 
Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly 
165 170 175 

eat gee cec aat aac tat cec tec ttc ttc ggt ggc tea gee tgg gaa 576 
His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu 
180 185 190 

aaa gac gat aaa tea ggc eag tat tac etc cat tac ttt gee aaa cag 624 
Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

caa cec gac etc aac tgg gac aat cec aaa gtc cgt caa gac ctg tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gac atg etc cge ttc tgg tta gat aaa ggc gtt tct ggt tta cgc ttt 720 
Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat aec gtt gee aec tac teg aaa ate ccg aac ttc ect gac ctt age 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser 

245 250 255 

caa cag cag tta aaa aat ttc gee gag gaa tat act aaa ggt cet aaa 816 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys 
260 26J5 270 

att cac gac tac gtg aat gaa atg aac aga gaa gta tta tec cac tat 864 
He His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gat ate gee act gcg ggg gaa ata ttt ggg gtt ect ctg gat aaa teg 912 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser 
290 295 300 

att aag ttt ttc gat cgc cgt aga aat gaa tta aat ata gcg ttt acg 960 
He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gat ctg ate agg etc gat egt gat get gat gaa aga tgg egg cga 1008 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

aaa gac tgg ace ctt teg eag ttc cga aaa att gtc gat aag gtt gac 1056 
Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Arg Lys He Val Asp Lys Val Asp 
340 345 350 
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caa acg gca gga gag tat ggg tgg aat gcc ttt ttc tta gac aat cac 1104 
Gin Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp A^n His 
355 360 365 

gac aat ccc cgc gcg gtt tct' cac ttt ggt gat gat cga cca caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Plie Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

cgc gag cat gcg gcg aaa gca ctg gca aca ttg acg ctg acc cag cgt 1200 
Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gca acg ccg ttt ate tat cag ggt tea gaa etc ggt atg acc aat tat 1248 
Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Tlir Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttt aaa aaa ate gat gat ttc gat gat gta gag gtg aaa ggt ttt 1296 
Pro Phe Lys Lys lie Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg caa gac tac gtt gaa aca ggc aaa gtg aaa get gag gaa ttc ett 1344 
Trp Gin Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Glu Glu Phe Leu 
435 440 445 

caa aac gta cgc caa acc age cgt gat aac age aga acc ccc ttc cag 1392 
Gin Asn Val Arg Gin Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 

450 455 460 

tgg gat gca age aaa aac gcg ggc ttt acc agt gga acc ccc tgg tta 1440 
Trp Asp Ala Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Thr Pro Trp Leu 
465 470 475 480 

aaa ate aat ccc aat tat aaa gaa ate aac age gca gat cag att aat 1488 
Lys lie Asn Pro Asn Tyr Lys Glu He Asn Ser Ala Asp Gin He Asn 
485 490 495 

aat cca aat tec gta ttt aac tat tat aga aag ctg att aac att cgc 1536 
Asn Pro Asn Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Lys Leu He Asn He Arg 
500 505 510 

cat gac ate ect gee ttg acc tac ggc agt tat att gat tta gac cct 1584 
His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Ser Tyr He Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

gac aac aat tea gtc tat get tac ace cga acg etc ggc get gaa aaa 1632 
Asp Asn Asn Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 . 

tat ctt gtg gtc att aat ttt aaa gaa gaa gtg atg cac tac acc ctg 1680 
Tyr Leu Val Val He Asn Phe Lys Glu* Glu Val Met His Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

ccc ggg gat tta tec ate aat aag gtg att act gaa aac aac agt cac 1728 
Pro Gly Asp Leu Ser He Asn Lys Val He Thr Glu Asn Asn Ser His 
565 570 575 

act att gtg aat aaa aat gac agg caa etc cgt ett gaa ccc tgg cag 1776 
Thr He Val Asn Lys Asn Asp Arg Gin Leu Arg Leu Glu Pro Trp Gin 
580 585 590 

teg ggc att tat aaa ctt aat ccg tag 1803 
Ser Gly He Tyr Lys Leu Asn Pro 
595 600 

<210> 6 
<211> 600 
<212> PRT 

<213> Erwinia rhapontici 
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<400> 6 


Met Ser Ser Gin Gly Leu Lys T?hr Ala Val Ala lie Phe Leu Ala Thr 
15 10 15 

Thr Phe Ser Ala Thr Ser Tyr Gin Ala Cys Ser Ala Gly Pro Asp Thr 
20 25 30 

Ala Pro Ser Leti Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Thr Trp Trp 
35 40 45 

Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp 
65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Lys Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp He Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin His Ala Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys 
145 150 155 160 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly 


His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu 
180 185 190 

Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser 

245. 250 255 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys 
260 265 270 

He His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 

275 280 285 

Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser 
290 295 300 

He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Arg Lys He Val Asp Lys Val Asp 
340 345 350 

Gin Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 


165 


170 


175 
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Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Tiir Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 - 400 

Ala Olir Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

405 410 415 

Pro Phe Lys Lys He Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp Gin Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Glu Glu Phe Leu 

435 440 445 

Gin Asn Val Arg Gin Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

Tzp Asp Ala Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Thr Pro Trp Leu 
465 470 475 480 

Lys He Asn Pro Asn Tyr Lys Glu He Asn Ser Ala Asp Gin He Asn 
485 490 495 

Asn Pro Asn Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Lys Leu He Asn -He Arg 
500 505 510 

His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Ser Tyr He Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

Asp Asn Asn Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val He Asn Phe Lys Glu Glu Val Met His Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

Pro Gly Asp Leu Ser He Asn Lys Val He Thr Glu Asn Asn Ser His 
565 570 575 

Thr He Val Asn Lys Asn Asp Arg Gin Leu Arg Leu Glu Pro Trp Gin 
580 585 590 

Ser Gly He Tyr Lys Leu Asn Pro 
595 600 


<210> 7 
<211> 1803 

<212> DNA 

<213> Protaminobacter rubrum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1800) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 7 

atg ccc cgt caa gga ttg aaa act gca eta gcg att ttt eta acc aca 48 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala He Phe Leu Thr Thr 
15 10 15 

tea tta tgc ate tea tge cag eaa gee ttc ggt aeg eaa caa ccc ttg 96 
Ser Leu Cys He Ser Cys Gin Gin Ala Phe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 

ctt aac gaa aag agt ate gaa cag teg aaa acc ata cct aaa tgg tgg 144 
Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 
35 40 45 

aag gag get gtt ttt tat cag gtg tat ceg cge toe ttt aaa gae ace 192 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 
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aac gga gat ggc ate ggg gat att aac ggc ate ata gaa aaa tta gac 240 
Asn Gly Asp Gly lie Gly Asp He Asn Gly lie He Glu Lys Leu Asp 
^5 70 75 80 

tat eta aaa gee ttg ggg att gat gee att tgg. ate aae cca cat tat 288 
Tyr Leu Lys Ala Leu Gly lie Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gat tct ccg aac acg gat aat ggt tac gat ata cgt gat tat cga aaa 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

ate atg aaa gaa tat ggc acg atg gag gat ttt gac cge ctg att tct 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa egg aat atg egg ttg atg att gat gtg gte ate aae 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 

130 135 140 

eac acc age gat caa aac gaa tgg ttt gtt aaa agt aaa age agt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

gat aat cct tat cge ggc tat tat ttc tgg aaa gat get aaa gaa ggg 528 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

eag geg cct aat aat tac cct tea ttc ttt ggt ggc teg gcg tgg caa 576 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

aaa gat gaa aag acc aat caa tac tac ctg eac tat ttt get aaa caa 624 
Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

eag cct gac eta aae tgg gat aat ecc aaa gtc cgt caa gat ctt tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gea atg tta cgt ttc tgg tta gat aaa ggc gtg tct ggt tta cgt ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat acg gta geg acc tac tea aaa att ccg gat ttc cca aat etc acc 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

caa caa cag ctg aag aat ttt gea gcg gag tat acc aag ggc cct aat 816 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

att cat cgt tac gtc aat gaa atg aat aaa gag gtc ttg tct cat tac 864 
He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gac att gcg act gcc ggt gaa ate ttt ggc gta ecc ttg gat caa teg 912 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

ata aag ttc ttc gat cge cge egt gat gag ctg aac att gea ttt ace 960 
He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gac tta ate aga etc gat cga gac tct gat caa aga tgg cgt cga 1008 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 
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aaa gat tgg aaa ttg teg caa ttc egg cag ate ate gat aae gtt gac 1056 
Lys Asp Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin lie He Asp Asn Vai Asp 
340 345 350 

cgt act gca gga gaa tat ggt tgg aat gcc ttc ttc ttg gat aac cac 1104 
Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phie Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

gac aat ccg cgc get gtc teg cac ttt ggc gat gat cgc cea caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

cgt gag cea teg get aaa gcg ctt gca aec ttg aeg etg act caa ega 1200 
Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gca aca cet ttt att tat caa ggt tea gaa ttg ggc atg ace aat tac 1248 
Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccg ttt aaa get att gat gaa ttc gat gat att gag gtg aaa ggt ttt 1296 
Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg cat gac tac gtt gag aca gga aag gtc aaa gcc gac gag ttc ttg 1344 
Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

caa aat gta cgc etg acg age agg gat aac age egg aeg ccg ttc caa 1392 
Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

tgg gat ggg age aaa aat gca gga ttc acg age gga aaa cet tgg ttc 1440 
Trp Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 


aag gtc aac cea aac tac cag gaa ate aat gca gta agt caa gtc aca 
Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu He Asn Ala Val Ser Gin Val Thr 


485 490 495 


1488 


caa cec gac tea gta ttt aae tat tat cgt cag ttg ate aag ata agg 1536 
Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu He Lys He Arg 
500 505 510 

cat gac ate ccg gca. etg aec tat ggt aca tac ace gat ttg gat cet 1584 
His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

gca aat gat teg gtc tac gee tat aca cgc age ctt ggg gcg gaa aaa 1632 
Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 

tat ctt gtt gtt gtt aac ttc aag gag caa atg atg aga tat aaa tta 1680 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met Arg Tyr Lys Leu 
545 550 555 560 

ccg gat aat tta tec att gag aaa gtg att ata gac age aac age aaa 1728 
Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He He Asp Ser Asn Ser Lys 
565 570 575 

aac gtg gtg aaa aag aat gat tea tta etc gag eta aaa cea tgg cag 1776 
Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp Gin 
580 585 590 

tea ggg gtt tat aaa eta aat caa taa 1803 
Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
595 600 
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<210> 8 
<211> 600 
<212> PRT 

<213> Protaminobacter rubnam 
<400> 8 

Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala He Phe Leu Tlir Thr 
15 10 15 

Ser Leu Cys He Ser Cys Gin Gin Ala Pbe Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 

Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr lie Pro Lys Trp Trp 

35 40 45 

Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Asn Gly He He Glu Lys Leu Asp 

65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 

100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 " 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Ticp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Lys Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

He Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 

305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

Lys Asp Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Asp Asn Val Asp 
340 345 350 
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Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

370 375 380 

Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

405 410 415 

Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

Tirp Asp Gly Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu He Asn Ala Val Ser Gin Val Thr 

485 490 495 

Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu He Lys He Arg 
500 505 510 

His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Gin Met Met Arg Tyr Lys Leu 
545 550 555 560 

Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He He Asp Ser Asn Ser Lys 

565 570 575 

Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp Gin 

580 585 590 

Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
595 600 


<210> 9 
<211> 1794 
<212> DNA 

<213> Enterobacter sp. 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1791) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 9 

atg tot ttt gtt acg eta cgt acc ggg gtg get gtc gcg ctg tea tct 48 
Met Ser Phe Val Thr Leu Arg Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 

15 10 15 

ttg ata ata agt ctg gcc tgc ccg get gtc agt get gca cea tec ttg 96 
Leu He He Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 
20 25 30 

aat cag gat att cac gtt eaa aag gaa agt gaa tat cet gca tgg tgg 144 
Asn Gin Asp He His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 
35 40 45 
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aaa gaa get gtt ttt tat cag ate tat cct cgc tea ttt aaa gac ace 192 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin lie Tyr Pi^o Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aat gat gat ggc att ggc gat att cgc ggt att att gaa aag ctg gac 240 
Asn Asp Asp Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

tat ctg aaa teg etc ggt att gac get ate tgg ate aat cec eat tac 288 
Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gac tct ceg aae ace gat aac ggc tat gac ate agt aat tat cgt cag 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin 
100 105 110 

ata atg aaa gag tat ggc aca atg gag gat ttt gat age ctt gtt gcc 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thx Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa cga aat atg cgc tta atg ate gac gtg gtc att aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

cat acc agt gat caa cac ccg tgg ttt att cag agt aaa age gat aaa 480 
His Thr Ser Asp Gin His Pro Tip Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys 
145 150 155 160 

aac aac cct tat cgt gac tat tat ttc tgg cgt gac gga aaa gat aat 528 
Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 
165 170 175 

cag cea cct aat aat tac cec tea ttt ttc ggc ggc teg gca tgg eaa 576 
Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

aaa gat gca aag tea gga cag tac tat tta cac tat ttt gcc aga cag 624 
Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
195 200 205 

caa cct gat etc aac tgg gat aac ceg aaa gta cgt gag gat ctt tac 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 

210 215 220 

gca atg etc cgc ttc tgg ctg gat aaa ggc gtt tea ggc atg cga ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 
225 230 235 240 

gat aeg gtg gca act tat tec aaa ate ccg gga ttt cec aat ctg aca 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

cct gaa caa cag aaa aat ttt get gaa caa tac acc atg ggd cct aat 816 
Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met Xaa Pro Asn 
260 265 270 

att cat cga tac att cag gaa atg aac egg aaa gtt ctg tec egg tat 864 
He His Arg Tyr He Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 
275 280 285 

gat gtg gcc acc gcg ggt gaa att ttt ggc gtc ccg ctg gat cgt teg 912 
Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 
290 295 300 

teg cag ttt ttt gat cgc cgc cga cat gag ctg aat atg gcg ttt atg 960 
Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 
305 310 315 320 
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ttt gac etc att cgt etc gat cgc gac age aat gaa cgc tgg cgrt cac 1008 
Phe Asp Leu lie Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 
325 330 335 

aag teg tgg teg etc tct cag ttc cgc cag ate ate age aaa atg gat 1056 
Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin lie lie Ser Lys Met Asp 
340 345 350 

gtc acg gtc gga aag tat gge tgg aac acg ttc ttc tta gac aac cat 1104 
Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

gac aac ccc cgt gcg gta tct cac ttc ggg gat gac agg ecg caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

egg gag gcg teg get aag gca ctg gcg acg att acc etc act cag egg 1200 
Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr lie Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gcg acg ccg ttt att tat cag ggt tea gag ctg gga atg act aat tat 1248 
Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttc agg caa etc aac gaa ttt gac gac ate gag gtc aaa ggt ttc 1296 
Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg cag gat tat gtc cag agt gga aaa gtc acg gee aca gag ttt etc 1344 
Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 
435 440 445 

gat aat gtg cgc ctg acg age cgc gat aac age aga aca cct ttc cag 1392 
Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

tgg aat gac acc ctg aat get ggt ttt act cgc gga aag ccg tgg ttt 1440 
Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

cac ate aac eca aac tat gtg gag ate aac sec gaa cgc gaa gaa acc 1488 
His He Asn Pro Asn Tyr Val Glu He Asn Xaa Glu Arg Glu Glu Thr 
485 490 495 

egc gaa gat tea gtg ctg aat tac tat aaa aaa atg att cag eta cgc 1536 
Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys Met He Gin Leu Arg 
500 505 510 

cac cat ate cct get ctg gta tat ggc gee tat cag gat ctt aat cca 1584 
His His He Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 
515 520 525 

cag gac aat acc gtt tat gee tat acc cga acg ctg ggt aac gag cgt 1632 
Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 
530 535 540 

tat ctg gtc gtg gtg aac ttt aag gag tac ecg gtc cgc tat act etc 1680 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

ccg get aat gat gee ate gag gaa gtg gtc att gat act cag cag caa 1728 
Pro Ala Asn Asp Ala He Glu Glu Val Val He Asp Thr Gin Gin Gin 
565 570 575 

ggt gcg ccg cac age aca tec ctg tea ttg age ccc tgg cag gca ggt 1776 
Gly Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala Gly 
580 585 590 


wo 2004/005504 


• 


19 



►2003/007027 


gcg tat aag ctg egg taa 
Ala Tyr Lys Leu Arg 
595 


1794 


<210> 10 
<211> 597 
<212> PRT 

<213> Enterobacter sp. 
<400> 10 

Met Ser Plie Val rrhr Leu Arg Tlir Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 
15 10 15 

Leu lie lie Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 
20 25 30 

Asn Gin Asp He His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 
35 40 45 

Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Asp Asp Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp 

65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin 

100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala 
lis 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 

130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys 
145 150 155 160 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 
165 170 175 

Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 

195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 

225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met Xaa Pro Asn 

260 265 270 

He His Arg Tyr He Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 
275 280 285 

Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 

290 295 300 

Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 


325 


330 


335 
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Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin lie He Ser Lys Met Asp 
340 345 350 

Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn T^hr Phe Phe Leu Asp Asn His 

355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr He Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

405 410 415 

Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 
435 440 445 

Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 

450 455 460 

Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

His He Asn Pro Asn Tyr Val Glu He Asn Xaa Glu Arg Glu Glu Thr 

485 490 495 

Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys Met He Gin Leu Arg 

500 505 510 

His His He Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 
515 520 525 

Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

Pro Ala Asn Asp Ala He Glu Glu Val Val He Asp Thr Gin Gin Gin 
565 570 575 

Gly Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala Gly 

580 585 590 

Ala Tyr Lys Leu Arg 
595 


<210> 11 
<211> 1803 
<212> DNA 

<213> Serratia plymuthica 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1800) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 11 

atg ccc cgt caa gga ttg aaa act gca eta gcg att ttt eta acc aca 48 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala He Phe Leu Thr Thr 
15 10 15 

tea tta age gtc tea tge cag caa gcc tta ggt aeg caa caa cee ttg 96 
Ser Leu Ser Val Ser Cys Gin Gin Ala Leu Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 
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ctt aac gaa aag agt ate gaa cag teg aaa acc ata cct aaa tgg tgg 144 
Leu Asn Glu Lys Ser lie Glu Gin Ser Lys Thr lie Pro Lys Trp Trp 
35 40 45 

aag gag get gtt ttt tat cag gtg tat ccg cgt tec ttt aaa gae act 192 
Lys Glu Ala Val Ph.e Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aae ggg gat ggt ate ggg gat att aaa gge ate ata gaa aaa tta gac 240 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Lys Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

tat tta aaa get ttg ggg att gat gee att tgg ate aae eea cat tat 288 
Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gac tec ccg aae aeg gat aat ggt tac gat ata cgt gat tat cga aaa 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 

100 105 110 

ate atg aaa gaa tat gge aeg atg gag gat ttt gae ege etg att tet 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa cgt aae atg egg ttg atg att gat gtg gte ate aae 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

cac ace age gat eaa aae gaa tgg ttt gtt aaa agt aaa age agt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

gat aat cct tat cgt gge tat tac tte tgg aaa gat get aaa gaa ggg 528 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

cag gcg cct aat aat tac cct tea ttc ttt ggt gge teg geg tgg eaa 576 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

aaa gat gaa aag acc aat eaa tac tac etg cac tat ttt get aaa eaa 624 
Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

cag cct gac eta aac tgg gat aae cec aaa gte cgt eaa gat ctt tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gea atg ttg cgt ttc tgg tta gat aaa gge gtg tet ggt tta cgc ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat aeg gta geg ace tac tea aaa att ccg gac ttc cea aat etc acc 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

caa eaa cag etg aag aat ttt gea get gag tat acc aag gge cct aat 816 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

att cat cgt tac gte aat gaa atg aat aga gaa gtt ttg tet eat tac 864 
He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gac att gee act gee ggt gaa ate ttt gge gta cec ttg gat caa teg 912 
Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 
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ata aaa ttc ttc gat cgc cgt cgc gat gag ctg aac ate gca ttt acc 960 
lie Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn lie Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gac tta ate aga etc gat ega gac tct gat caa aga tgg cgt cga 1008 
Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

aaa gag tgg aaa ttg teg caa ttc cga cag gtc ate gat aac gtt gac 1056 
Lys Glu Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin Val He Asp Asn Val Asp 
340 345 350 

cgt act gee ggc gaa tat ggt tgg aat gee ttc ttc ttg gat aac cac 1104 
Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

gac aat ccg cgc get gtc tec cac ttt ggc gat gat cgc cea caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

cgc gag cea teg get aaa gcg ett gca acc ttg aeg ctg act caa cga 1200 
Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gca acg cet ttt att tat caa ggt tea gaa ttg ggc atg acc aat tae 1248 
Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttc aaa get att gat gaa ttc gat gat att gag gtg aaa ggt ttt 1296 
Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 

420 425 430 

tgg cat gac tae gtt gag aca gga aag gtg aaa gcc gac gag ttc ttg 1344 
Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

caa aat gta cgc ctg aeg age agg gat aac age egg aca ccg ttc caa 1392 
Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg l^p Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

tgg gat acg age aaa aat gca gga ttc acg age gga aaa cet tgg ttc 1440 
Trp Asp Thr Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 

470 475 480 

aag gtc aat cea aac tae cag gaa ate aat gcg gta agt caa gtc gca 1488 
Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu He Asn Ala Val Ser Gin Val Ala 
485 490 495 

cag ccc gac teg gta ttt aat tat tat cgt cag ttg ate aag ata agg 1536 
Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu He Lys He T^g 
500 505 


1584 


510 

cat aac ate ccg gca ctg ace tat ggc aca tac acc gat ttg gat cet 
His Asn He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

gca aat gat teg gtc tac gee tat aca cgc age ett ggg gcg gaa aaa 1632 
Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 

tat ett gtt gtc gtt aac ttc cag gaa caa gtg atg aga tat aaa tta 1680 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Gin Glu Gin Val Met Arg Tyr Lys Leu 
545 550 555 560 

ccg gat aat eta tec ate gag aaa gtg att ata gaa age aac age aaa 1728 
Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He He Glu Ser Asn Ser Lys 
565 570 575 
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aac gtt gtg aaa aag aat gat tec tta etc gaa eta aaa cca tgg cag 1776 
Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Tip Gin 
580 585 590 

tea ggg gtt tat aaa eta aat eaa taa 1803 
Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
595 600 

<210> 12 
<211> 600 
<212> PRT 

<213> Serratia plyimtliiea 
<400> 12 

Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala Leu Ala lie Phe Leu Thr Tlir 
15 10 15 

Ser Leu Ser Val Ser Cys Gin Gin Ala Leu Gly Thr Gin Gin Pro Leu 

20 25 30 

Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 
35 40 45 

Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Lys Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 

115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 

260 265 270 

He His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

Asp He Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 
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lie Lys Plie Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn He Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 

325 330 335 

Lys Glu Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin Val He Asp Asn Val Asp 
340 345 350 

Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

Pro Phe Lys Ala He Asp Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

Trp Asp Thr Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu He Asn Ala Val Ser Gin Val Ala 
485 490 495 

Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu He Lys He Arg 
500 505 510 

His Asn He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 
515 520 525 

Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 

530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Gin Glu Gin Val Met Arg Tyr Lys Leu 
545 550 555 560 

Pro Asp Asn Leu Ser He Glu Lys Val He lie Glu Ser Asn Ser Lys 

565 570 575 

Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Trp Gin 
580 585 590 

Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
595 600 


<210> 13 
<211> 1844 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: coding for 
fusion-protein of signal peptide from proteinase 
inhibitor I and Sucrose isomerase from Erwinia 
rhapontici 

<220> 

<221> CDS 

<222> (24) . . (1835) 


wo 2004/005504 PGStE:P2003/007027 

25 


<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (24) . . (143) 

<223> signal peptide from proteinase inhibitor I 
<220> 

<221> misc^feature 
<222> (144) . . (1835) 

<223> coding for mature peptide of sucrose isomerase 
from Erwinia rhapontici (pall) 

<400> 13 

ggtaccctaa ttaattatcc ate atg gat gtt cac aag gaa gtt aat ttc gtt 53 

Met Asp Val His Lys Glu Val Asn Phe Val 
15 10 

get tac eta eta att gtt ctt gga tta ttg gta ctt gta age gcg atg 101 
Ala Tyr Leu Leu lie Val Leu Gly Leu Leu Val Leu Val Ser Ala Met 

15 20 25 

gag cat gtt gat gcg aag get tgc acc gaa ttg ggg ate etc aec gtt 149 
Glu His Val Asp Ala Lys Ala Cys Tlir Glu Leu Gly lie Leu Thr Val 
30 35 40 

eag eaa tea aat gee etg ece aea tgg tgg aag eag get gtt ttt tat 197 
Gin Gin Ser Asn Ala Leu Pro Tlir Trp Trp Lys Gin Ala Val Phe Tyr 
45 50 55 

eag gta tat cea cge tea ttt aaa gat acg aat ggg gat ggc att ggg 245 
Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr Asn Gly Asp Gly He Gly 
60 65 70 

gat tta aac ggt att att gag aat tta gac tat etg aag aaa etg ggt 293 
Asp Leu Asn Gly He He Glu Asn Leu Asp Tyr Leu Lys Lys Leu Gly 
75 80 85 90 

att gat gcg att tgg ate aat eea cat tac gat teg ccg aat aeg gat 341 
He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro Asn Thr Asp 

95 100 105 

aat ggt tat gac ate egg gat tac cgt aag at a atg aaa gaa tac ggt 389 
Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys He Met Lys Glu Tyr Gly 
110 115 120 

acg atg gaa gac ttt gac cgt ctt att tea gaa atg aag aaa cge aat 437 
Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser Glu Met Lys Lys Arg Asn 
125 130 135 

atg cgt ttg atg att gat att gtt ate aac cac acc age gat eag eat 485 
Met Arg Leu Met He Asp He Val He Asn His Thr Ser Asp Gin His 
140 145 150 

gee tgg ttt gtt eag age aaa teg ggt aag aac aac eec tac agg gac 533 
Ala Trp Phe Val Gin Ser Lys Ser Gly Lys Asn Asn Pro Tyr Arg Asp 
155 160 165 170 

tat tac ttc tgg cgt gac ggt aag gat ggc cat gee ccc aat aac tat 581 
Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Gly His Ala Pro Asn Asn Tyr 
175 180 185 

ccc tec ttc ttc ggt ggc tea gee tgg gaa aaa gac gat aaa tea ggc 629 
Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Glu Lys Asp Asp Lys Ser Gly 
190 195 200 


eag tat tac etc cat tac ttt gee aaa eag eaa ccc gac etc aac tgg 
Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp 
205 210 215 


677 
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gac aat ccc aaa gtc cgt caa gac ctg tat gac atg etc cgc ttc tgg 725 
Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr Asp Met Leu Arg pke Trp 
220 225 230 

tta gat aaa ggc gtt tct ggt tta cgc ttt gat acc gtt gee acc tac 773 
Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr 
235 240 245 250 

teg aaa ate ccg aac ttc ect gac ctt age caa eag cag tta aaa aat 821 
Ser Lys lie Pro Asn Phe Pro Asp Leu Ser Gin Gin Gin Leu Lys Asn 
255 260 265 

ttc gee gag gaa tat act aaa ggt cct aaa att cac gac tac gtg aat 869 
Phe Ala Glu Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Lys He His Asp Tyr Val Asn 
270 275 280 

gaa atg aac aga gaa gta tta tec cac tat gat ate gee act gcg ggg 917 
Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr Asp He Ala Thr Ala Gly 
285 290 295 

gaa ata ttt ggg gtt cct ctg gat aaa teg att aag ttt ttc gat cgc 965 
Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Lys Ser He Lys Phe Phe Asp Arg 
300 305 310 

cgt aga aat gaa tta aat ata gcg ttt aeg ttt gat ctg ate agg etc 1013 
Arg Arg Asn Glu Leu Asn He Ala Phe Thr Phe Asp Leu He Arg Leu 
315 320 325 330 

gat cgt gat get gat gaa aga tgg egg cga aaa gac tgg acc ctt teg 1061 
Asp Arg Asp Ala Asp Glu Arg Trp Arg Arg Lys Asp Trp Thr Leu Ser 
335 340 345 

cag ttc cga aaa att gtc gat aag gtt gac caa acg gca gga gag tat 1109 
Gin Phe Arg Lys He Val Asp Lys Val Asp Gin Thr Ala Gly Glu Tyr 
350 355 360 

ggg tgg aat gcc ttt ttc tta gac aat cac gac aat ccc cgc gcg gtt 1157 
Gly Torp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His Asp Asn Pro Arg Ala Val 
365 370 375 

tct cac ttt ggt gat gat cga cea caa tgg cgc gag cat gcg gcg aaa 1205 
Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp Arg Glu His Ala Ala Lys 
380 385 390 

gca ctg gca aca ttg acg ctg acc cag cgt gca acg ccg ttt ate tat 1253 
Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg Ala Thr Pro Phe He Tyr 
395 400 405 410 

cag ggt tea gaa etc ggt atg acc aat tat ccc ttt aaa aaa ate gat 1301 
Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr Pro Phe Lys Lys He Asp 
415 420 425 

gat ttc gat gat gta gag gtg aaa ggt ttt tgg caa gac tac gtt gaa 1349 
Asp Phe Asp Asp Val Glu Val Lys Gly Phe Trp Gin Asp Tyr Val Glu 
430 435 440 

aca ggc aaa gtg aaa get gag gaa ttc ctt caa aac gta cgc caa acc 1397 
Thr Gly Lys Val Lys Ala Glu Glu Phe Leu Gin Asn Val Arg Gin Thr 
445 450 455 

age cgt gat aac age aga acc ccc ttc cag tgg gat gca age aaa aac 1445 
Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin Trp Asp Ala Ser Lys Asn 
460 465 470 

gcg ggc ttt acc agt gga ace ccc tgg tta aaa ate aat ccc aat tat 1493 
Ala Gly Phe Thr Ser Gly Thr Pro Trp Leu Lys He Asn Pro Asn Tyr 
475 480 485 490 
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aaa gaa ate aac age gca gat cag att aat aat cca aat tec gta ttt 1541 
Lys Glu lie Asn Ser Ala Asp Gin He Asn Asn Pro Asn Ser Vai Phe 

495 500 505 

aac tat tat aga aag ctg att aac att cgc cat.gac ate cet gee ttg 1589 
Asn Tyr Tyr Arg Lys Leu He Asn He Arg His Asp He Pro Ala Leu 

510 515 520 

acc tac ggc agt tat att gat tta gac cet gac aac aat tea gtc tat 1637 
Thr Tyr Gly Ser Tyr He Asp Leu Asp Pro Asp Asn Asn Ser Val Tyr 
525 530 535 

get tae acc cga acg etc ggc get gaa aaa tat ett gtg gtc att aat 1685 
Ala Tyr Tlir Arg Thr Leu Gly Ala Glu Lys Tyr Leu Val Val He Asn 
540 545 550 

ttt aaa gaa gaa gtg atg cac tac acc ctg ccc ggg gat tta tec ate 1733 

Phe Lys Glu Glu Val Met His Tyr Thr Leu Pro Gly Asp Leu Ser He 

555 560 565 570 

aat aag gtg att act gaa aac aac agt cac act att gtg aat aaa aat 1781 

Asn Lys Val He Thr Glu Asn Asn Ser His Thr He Val Asn Lys Asn 

575 ■ 580 585 

gac agg caa etc cgt ett gaa ccc tgg cag teg ggc att tat aaa ctt 1829 
T^p Arg Gin Leu Arg Leu Glu Pro Trp Gin Ser Gly He Tyr Lys Leu 
590 595 600 

aat ecg taggtcgae 1844 
Asn Pro 

<210> 14 
<211> 604 
<212> PRT 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<223> Beschreibvmg der kiinstlichen Sequenz: coding for 
fusion-protein of signal peptide from proteinase 
inhibitor I and Sucrose isomerase from Erwinia 
rhapontici 

<400> 14 

Met Asp Val His Lys Glu Val Asn Phe Val Ala Tyr Leu Leu He Val 
^5 10 15 

Leu Gly Leu Leu Val Leu Val Ser Ala Met Glu His Val Asp Ala Lys 

20 25 30 

Ala Cys Thr Glu Leu Gly He Leu Thr Val Gin Gin Ser Asn Ala Leu 

35 40 45 

Pro Thr Trp Trp Lys Gin Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser 

50 55 60 

Phe Lys Asp Thr Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Leu Asn Gly He He 
^5 70 75 80 

Glu Asn Leu Asp Tyr Leu Lys Lys Leu Gly He Asp Ala He Trp He 

85 90 95 

Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg 

100 105 110 

Asp Tyr Arg Lys He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu T^p Phe Asp 
115 120 125 

Arg Leu He Ser Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp 

130 135 140 

He Val He Asn His Thr Ser Asp Gin His Ala Trp Phe Val Gin Ser 

150 155 160 
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Lys Ser Gly Lys Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp 
165 170 175 

Gly Lys Asp Gly His Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly 
180 185 190 

Ser Ala Trp Glu Lys Asp Asp Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr 
195 200 205 

Phe Ala Lys Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg 
210 215 220 

Gin Asp Leu Tyr Asp Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser 
225 230 235 240 

Gly Leu Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Asn Phe 
245 250 255 

Pro Asp Leu Ser Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Glu Glu Tyr Thr 
260 265 270 

Lys Gly Pro Lys lie His Asp Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val 
275 280 285 

Leu Ser His Tyr Asp lie Ala Thr Ala Gly Glu lie Phe Gly Val Pro 

290 295 300 

Leu Asp Lys Ser lie Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asn Glu Leu Asn 
305 310 315 320 

He Ala Phe Thr Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ala Asp Glu 

325 330 335 

Arg Trp Arg Arg Lys Asp Trp Thr Leu Ser Gin Phe Arg Lys He Val 
340 345 350 

Asp Lys Val Asp Gin Thr Ala Gly Glu. Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe 
355 360 365 

Leu Asp Asn His Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp 
370 375 380 

Arg Pro Gin Trp Arg Glu His Ala Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr 
385 390 395 400 

Leu Thr Gin Arg Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly 
405 410 415 

Met Thr Asn Tyr Pro Phe Lys Lys He Asp Asp Phe Asp Asp Val Glu 
420 425 430 

Val Lys Gly Phe Trp Gin Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala 

435 440 445 

Glu Glu Phe Leu Gin Asn Val Arg Gin Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg 
450 455 460 

Thr Pro Phe Gin Trp Asp Ala Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly 
465 470 475 480 

Thr Pro Trp Leu Lys He Asn Pro Asn Tyr Lys Glu He Asn Ser Ala 
485 490 495 

Asp Gin He Asn Asn Pro Asn Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Lys Leu 

500 505 510 

He Asn He Arg His Asp He Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Ser Tyr He 
515 520 525 

Asp Leu Asp Pro Asp Asn Asn Ser Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu 
530 535 540 
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Gly Ala Glu Lys Tyr Leu Val Val lie Asn Phe Lys Glu Glu Val Met 
545 550 555 560 

His Tyr "Thr Leu Pro Gly Asp Leu Ser lie Asn Lys Val lie Thr Glu 

565 570 575 

Asn Asn Ser His Thr lie Val Asn Lys Asn Asp Arg Gin Leu Arg Leu 
580 585 590 

Glu Pro Trp Gin Ser Gly lie Tyr Lys Leu Asn Pro 
595 600 


<210> 15 
<211> 2477 
<212> DNA 

<213> Klebsiella sp. 

<220> 
<221> CDS 

<222> (214) . . (2007) 

<223> coding for sucrose isomerase 

<400> 15 

gatatcactg gtattatgga gtattatact ccccccttat ttactcatca aagccaggcg 60 

ttccactctg cctccggtat ataactttcc gggaaacaat cccttcctga aaataattat 120 

tgttaccgga gtcatactct ggctattgat gatttacgct tttctttaat aacaattcgt 180 

ctcattcaca actgactttg caaggaaatt att atg tct ttt gtt acg eta cgt 234 

Met Ser Phe Val Thr Leu Arg 
1 5 

acc ggg gtg got gtc gcg ctg tea tct ttg ata ata agt ctg gcc tgc 282 
Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser Leu He He Ser Leu Ala Cys 
10 15 20 

ccg get gtc agt get gea eea tee ttg aat eag gat att cae gtt eaa 330 
Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu Asn Gin Asp He His Val Gin 
25 30 35 

aag gaa agt gaa tat cct gca tgg tgg aaa gaa get gtt ttt tat cag 378 
Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin 
40 45 50 55 

ate tat cet ege tea ttt aaa gac acc aat gat gat ggc att ggc gat 426 
He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr Asn Asp Asp Gly He Gly Asp 

60 65 70 

att cgc ggt att att gaa aag ctg gac tat ctg aaa teg etc ggt att 474 
He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He 
75 80 85 

gac get ate tgg ate aat cec cat tac gac tct ccg aac acc gat aac 522 
Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn 
90 95 100 

ggc tat gac ate agt aat tat cgt cag ata atg aaa gag tat ggc aca 570 
Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin He Met Lys Glu Tyr Gly Thr 
105 110 115 

atg gag gat ttt gat age ett gtt gcc gaa atg aaa aaa cga aat atg 618 
Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala Glu Met Lys Lys Arg Asn Met 
120 125 130 135 

cgc tta atg ate gac gtg gtc att aac cat ace agt gat eaa cae ccg 666 
Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn His Thr Ser Asp Gin His Pro 
140 145 150 
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tgg ttt att cag agt aaa age gat aaa aac aac cct tat cgt gac tat 714 
Trp Phe lie Gin Ser Lys Ser Asp Lys Asn Asn Pro Tyr Arg Akp Tyr 
155 160 165 

tat ttc tgg cgt gac gga aaa gat aat cag cca cct aat aat tac ccc 762 
Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro 
170 175 180 

tea ttt ttc ggc ggc teg gca tgg caa aaa gat gca aag tea gga cag 810 
Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin Lys Asp. Ala Lys Ser Gly Gin 
185 190 195 

tac tat tta cac tat ttt gee aga cag caa cct gat etc aac tgg gat 858 
Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp 
200 205 210 215 

aac ccg aaa gta cgt gag gat ctt tac gca atg etc cgc ttc tgg etg 906 
Asn Pro Lys Val .Arg Gl'u Asp Leu Tyr Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu 
220 225 230 

gat aaa ggc gtt tea ggc atg ega ttt gat aeg gtg gca act tat tec 954 
Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser 
235 240 245 

aaa ate ccg gga ttt ccc aat etg aca cct gaa caa cag aaa aat ttt 1002 
Lys lie Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe 
250 255 260 

get gaa caa tac ace atg ggg cct aat att eat ega tac att cag gaa 1050 
Ala Glu Gin Tyr Thr Met Gly Pro Asn lie His Arg Tyr lie Gin Glu 
265 270 275 

atg aac egg aaa gtt etg tec egg tat gat gtg gee ace gcg ggt gaa 1098 
Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu 
280 285 290 295 

att ttt ggc gtc ccg etg gat cgt teg teg cag ttt ttt gat cgc cgc 1146 
lie Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg 
300 305 310 

ega eat gag etg aat atg gcg ttt atg ttt gac etc att cgt etc gat 1194 
Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met Phe Asp Leu lie Arg Leu Asp 
315 320 325 

cgc gac age aat gaa cgc tgg cgt cac aag teg tgg teg etc tet cag 1242 
Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin 
330 335 340 

ttc cgc cag ate ate age aaa atg gat gtc aeg gtc gga aag tat ggc 1290 
Phe Arg Gin lie lie Ser Lys Met Asp Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly 
345 350 355 

tgg aac aeg ttc ttc tta gat aac cat gac aac ccc cgt gcg gta tet 1338 
Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp Asn His Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser 
360 365 370 375 

cac ttc ggg gat gac agg ccg caa tgg egg gag gcg teg get aag gca 1386 
His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala 
380 385 390 

Gtg gcg aeg att ace etc act cag egg gcg aeg ccg ttt att tat cag 1434 
Leu Ala Thr lie Thr Leu Thr Gin Arg Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin 
395 400 405 

ggt tea gag etg gga atg act aat tat ccc ttc agg caa etc aac gaa 1482 
Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu 
410 415 420 
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ttt gac gac ate gag gtc aaa ggt ttc tgg cag gat tat gtc cag agt 1530 
Phe Asp Asp He Glai Val Lys Gly Phe Tip Gin Asp Tyr Val Gin Ser 
425 430 435 

gga aaa gtc acg gcc aca gag ttt etc gat aat gtg cgc ctg acg age 1578 
Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser 
440 445 450 455 

cgc gat aac age aga aca ect ttc cag tgg aat gac acc ctg aat get 1626 
Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala 
460 465 470 

ggt ttt act cgc gga aag eeg tgg ttt cac ate aac cea aac tat gtg 1674 
Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Txp Phe His He Asn Pro Asn Tyr Val 
475 480 485 

gag ate aac gee gaa cgc gaa gaa ace cgc gaa gat tea gtg ctg aat 1722 
Glu He Asn Ala Glu Arg Glu Glu Thr Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn 
490 495 500 

tac tat aaa aaa atg att cag eta cgc cac eat ate ect get ctg gta 1770 
Tyr Tyr Lys Lys Met He Gin Leu Arg His His He Pro Ala Leu Val 
505 510 515 

tat gge gee tat cag gat ctt aat cea cag gac aat ace gtt tat gcc 1818 
Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala 
520 525 530 535 

tat acc ega acg ctg ggt aac gag cgt tat ctg gtc gtg gtg aac ttt 1866 
Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg Tyr Leu Val Val Val Asn Phe 
540 545 550 

aag gag tac ccg gtc cgc tat act etc eeg get aat gat gee ate gag 1914 
Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu Pro Ala Asn Asp Ala He Glu 
555 560 565 

gaa gtg gtc att gat act cag cag cag geg get gcg eeg cac age aca 1962 
Glu Val Val He Asp Thr Gin Gin Gin Ala Ala Ala Pro His Ser Thr 
570 575 580 

tec ctg tea ttg age ecc tgg cag gca ggt gtg tat aag ctg egg 2007 
Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala Gly Val Tyr Lys Leu Arg 
585 590 595 

taatcacctg ggggattgat gaeaagttcc ceagacaata gagtttteca ggtetttagc 2067 

actgctgtgc tcagcgatag ttgtgctetc ctgtgacttc gtaagtgcct gtctcatggc 2127 

aggeattgtc aggtcagaag ccttetcagg cagcetegag taacagcgec cagttagcat 2187 

ceccctgaaa gatggggggt atgtataaat tagcgttaaa gaaeatgaac cagecaccgt 2247 

catcttatea accaacagge gagatgagct ecgatteetg attcttcaea ttgccgttga 23 07 

tgcgeetgaa gcctcgccet ttagggccgg gaaataagca cagcatetgg egatctcttt 2367 

tgceacttta etgatcaeat ccggcctcat ceatttcegg gcggctteag ceatcaggag 2427 

aaagggtagt ggtcgtgtat atgagccagg ccaaaaaaag gtgtgatate 2477 

<210> 16 
<211> 598 
<212> PRT 

<213> Klebsiella sp. 
<400> 16 

Met Ser Phe Val Thr Leu Arg Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 
15 10 15 


Leu He He Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 
20 25 30 
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Asn Gin Asp lie His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 
35 40 45 

Lys Glu Ala Val Plie Tyr Gin He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Asp Asp Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 • 70 75 80 

Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin 
100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala 
115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys 
145 150 155 160 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 

165 170 175 

Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 

225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met Gly Pro Asn 

260 265 270 

He His Arg Tyr He Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 
275 280 285 

Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 
290 295 300 

Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 
325 330 335 

Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Ser Lys Met Asp 

340 345 350 

Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr He Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 


405 


410 


415 


wo 2004/005504 P<^^^2003/007027 


Pro Pile Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 *'* 

Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 

435 440 445 

Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

His lie Asn Pro Asn Tyr Val Glu lie Asn Ala Glu Arg Glu Glu Thr 
485 490 495 

Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys Met lie Gin Leu Arg 
500 505 510 

His His lie Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 
515 520 525 

Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu 

545 550 555 560 

Pro Ala Asn Asp Ala lie Glu Glu Val Val lie Asp Thr Gin Gin Gin 
565 570 575 

Ala Ala Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Tip Gin Ala 
580 585 590 

Gly Val Tyr Lys Leu Arg 
595 


<210> 17 
<211> 1797 
<212> DNA 

<213> Klebsiella sp. 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1794) 

<223> coding for sucrose isomerase 
<400> 17 

atg tct ttt gtt acg eta cgt acc ggg gtg get gte geg etg tea tct 48 
Met Ser Phe Val Thr Leu Arg Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 
15 10 15 

ttg ata ata agt etg gcc tgc ccg get gte agt get gea eea tec ttg 96 
Leu lie He Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 
20 25 30 

aat cag gat att cac gtt caa aag gaa agt gaa tat cct gca tgg tgg 144 
Asn Gin Asp He His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 
35 40 45 

aaa gaa get gtt ttt tat cag ate tat cct cgc tea ttt aaa gac acc 192 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aat gat gat ggc att gge gat att cgc ggt att att gaa aag etg gac 240 
Asn Asp Asp Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

tat etg aaa teg etc ggt att gac get ate tgg ate aat ecc cat tac 2 88 
Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 
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gac tct ccg aac acc gat aac ggc tat gac ate agt aat tat cgt cag 336 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp lie Ser Asn Tyr Airg Gin 
100 105 110 

ata atg aaa gag tat ggc aca atg gag gat ttt gat age ctt gtt gcc 384 
lie Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Plie Asp Ser Leu Val Ala 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa cga aat atg cgc tta atg ate gae gtg gtc att aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met lie Asp Val Val lie Asn 
130 135 140 

cat acc agt gat caa cac ccg tgg ttt att cag agt aaa age gat aaa 480 
His Thr Ser Asp Gin His Pro Trp Phe lie Gin Ser Lys Ser Asp Lys 
145 150 155 160 

aac aac cct tat cgt gac tat tat ttc tgg cgt gac gga aaa gat aat 528 
Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 
165 170 175 

cag eca cct aat aat tac cec tea ttt ttc ggc ggc teg gea tgg caa 576 
Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

aaa gat gca aag tea gga cag tac tat tta cac tat ttt gcc aga cag 624 
Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
195 200 205 

caa cct gat etc aac tgg gat aac ccg aaa gta cgt gag gat ctt tac 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 
210 215 220 

gea atg etc cgc ttc tgg ctg gat aaa ggc gtt tea ggc atg cga ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 
225 230 235 240 

gat acg gtg gca act tat tec aaa ate ccg gga ttt cec aat ctg aca 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

cct gaa caa cag aaa aat ttt get gaa caa tac acc atg ggg cct aat 816 
Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met Gly Pro Asn 
260 265 270 

att cat cga tac att cag gaa atg aac egg aaa gtt ctg tec egg tat 864 
lie His Arg Tyr lie Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 

275 280 285 

gat gtg gee ace geg ggt gaa att ttt ggc gtc ccg ctg gat cgt teg 912 
Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu lie Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 
290 295 300 

teg cag ttt ttt gat cgc cgc cga cat gag ctg aat atg geg ttt atg 960 
Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 
305 310 315 320 

ttt gac etc att cgt etc gat cgc gac age aat gaa cgc tgg cgt cac 1008 
Phe Asp Leu lie Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 
325 330 335 

aag teg tgg teg etc tct cag ttc cgc cag ate ate age aaa atg gat 1056 
Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin lie lie Ser Lys Met Asp 
340 345 350 

gtc acg gtc gga aag tat ggc tgg aac acg ttc ttc tta gat aac eat 1104 
Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp ASn His 
355 360 365 
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gac aac ccc cgt gcg gta tct cac ttc ggg gat gac agg ccg caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

egg gag gcg teg get aag gca etg gcg acg att ace etc act cag egg 1200 
Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thx lie Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gcg acg ccg ttt att tat cag ggt tea gag ctg gga atg act aat tat 1248 
Ala TiOir Pro Plie He Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttc agg caa etc aac gaa ttt gac gac ate gag gtc aaa ggt ttc 1296 
Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp He Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg cag gat tat gtc cag agt gga aaa gtc acg gcc aca gag ttt etc 1344 
Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 
435 440 445 

gat aat gtg cgc ctg acg age cge gat aac age aga aca cet ttc cag 1392 
Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

tgg aat gac ace ctg aat get ggt ttt act cgc gga aag ccg tgg ttt 1440 
Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

cac ate aac cea aac tat gtg gag ate aac gcc gaa cgc gaa gaa ace 1488 
His He Asn Pro Asn Tyr Val Glu He Asn Ala Glu Arg Glu Glu Thr 
485 490 495 

cgc gaa gat tea gtg etg aat tac tat aaa aaa atg att cag eta cgc 1536 
Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys Met He Gin Leu Arg 
500 505 510 

cac cat ate cet get ctg gta tat ggc gcc tat cag gat ctt aat cea 1584 
His His He Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 
515 520 525 

cag gac aat acc gtt tat gcc tat acc cga acg ctg ggt aac gag cgt 1632 
Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 
530 535 540 

tat ctg gtc gtg gtg aac ttt aag gag tac ccg gtc cgc tat act etc 1680 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyx Pro Val Arg Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

ccg get aat gat gcc ate gag gaa gtg gtc att gat act cag cag cag 1728 
Pro Ala Asn Asp Ala He Glu Glu Val Val He Asp Thr Gin Gin Gin 
565 570 575 

gcg get gcg ccg cac age aca tec ctg tea ttg age ccc tgg cag gca 1776 
Ala Ala Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala 
580 585 590 

ggt gtg tat aag etg egg taa 1797 
Gly Val Tyr Lys Leu Arg 
595 

<210> 18 
<211> 598 
<212> PRT 

<213> Klebsiella sp. 
<400> 18 

Met Ser Phe Val Thr Leu Arg Thr Gly Val Ala Val Ala Leu Ser Ser 
15 10 15 
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Leu lie lie Ser Leu Ala Cys Pro Ala Val Ser Ala Ala Pro Ser Leu 
20 25 30 

Asn Gin Asp lie His Val Gin Lys Glu Ser Glu Tyr Pro Ala Trp Trp 

35 40 45 

Lys Glu Ala Val Plie Tyr Gin lie Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

Asn Asp Asp Gly lie Gly Asp He Arg Gly He lie Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

Tyr Leu Lys Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin 
100 105 110 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala 
115 120 125 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

His Thr Ser Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys 
145 150 155 160 

Asn Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn 
165 170 175 

Gin Pro Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 

180 185 190 

Lys Asp Ala Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Glu Asp Leu Tyr 

210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met Arg Phe 
225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys He Pro Gly Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Pro Glu Gin Gin Lys Asn Phe Ala Glu Gin Tyr Thr Met Gly Pro Asn 

260 265 270 

He His Arg Tyr He Gin Glu Met Asn Arg Lys Val Leu Ser Arg Tyr 
275 280 285 

Asp Val Ala Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Val Pro Leu Asp Arg Ser 
290 295 300 

Ser Gin Phe Phe Asp Arg Arg Arg His Glu Leu Asn Met Ala Phe Met 
305 310 315 320 

Phe Asp Leu He Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asn Glu Arg Trp Arg His 
325 330 335 

Lys Ser Trp Ser Leu Ser Gin Phe Arg Gin He He Ser Lys Met Asp 
340 345 350 

Val Thr Val Gly Lys Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Asp Asn His 

355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr He Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 
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Ala Thr Pro Plie lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 4i5 

Pro Phe Arg Gin Leu Asn Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 

420 425 430 

Trp Gin Asp Tyr Val Gin Ser Gly Lys Val Thr Ala Thr Glu Phe Leu 
435 440 445 

Asp Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 

450 455 460 

Trp Asn Asp Thr Leu Asn Ala Gly Phe Thr Arg Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

His lie Asn Pro Asn Tyr Val Glu lie Asn Ala Glu Arg Glu Glu Thr 

485 490 495 

Arg Glu Asp Ser Val Leu Asn Tyr Tyr Lys Lys Met lie Gin Leu Arg 
500 505 510 

His His lie Pro Ala Leu Val Tyr Gly Ala Tyr Gin Asp Leu Asn Pro 

515 520 525 

Gin Asp Asn Thr Val Tyr Ala Tyr Thr Arg Thr Leu Gly Asn Glu Arg 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Lys Glu Tyr Pro Val Arg Tyr Thr Leu 
545 550 555 560 

Pro Ala Asn Asp Ala lie Glu Glu Val Val lie Asp Thr Gin Gin Gin 
565 570 575 

Ala Ala Ala Pro His Ser Thr Ser Leu Ser Leu Ser Pro Trp Gin Ala 
580 585 590 

Gly Val Tyr Lys Leu Arg 
595 

<210> 19 
<211> 471 
<212> DNA 

<213> Enter obacter sp. 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (471) 

<223> coding for fragment of sucrose isomerase 
<400> 19 

gtt ttt tat cag ate tat cct cgc tea ttt aaa gac acc aat gat gat 48 
Val Phe Tyr Gin lie Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr Asn Asp Asp 
15 10 15 

ggc att ggc gat att cgc ggt att att gaa aag ctg gac tat ctg aaa 96 
Gly lie Gly Asp lie Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp Tyr Leu Lys 
20 25 30 

teg etc ggt att gac get ate tgg ate aat ecc cat tac gac tct ccg 144 
Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro 
35 40 45 

aac ace gat aac gge tat gac ate agt aat tat cgt cag ata atg aaa 192 
Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin He Met Lys 
50 55 60 

gag tat gge aca atg gag gat ttt gat age ett gtt gee gaa atg aaa 240 
Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala Glu Met Lys 
65 70 75 80 
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aaa cga aat atg cgc tta atg ate gac gtg gtc att aac cat acc agt 288 
Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn His Thr Ser 

85 90 95 

gat caa cac ccg tgg ttt att cag agt aaa age gat aaa aac aac cct 336 
Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys Asn Asn Pro 
100 105 110 

tat cgt gac tat tat ttc tgg cgt gac gga aaa gat aat cag cca cct 384 
Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp Asn Gin Pro Pro 
115 120 125 

aat aat tac ccc tea ttt ttc ggc ggc teg gea tgg caa aaa gat gca 432 
Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin Lys Asp Ala 
130 135 140 

aag tea gga cag tac tat tta cac tat ttt gee aga cag 471 
Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
145 150 155 

<210> 20 

<211> 157 
<212> PRT 

<213> Enterobacter sp. 

<400> 20 

Val Phe Tyr Gin He Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr Asn Asp Asp 
15 10 15 

Gly He Gly Asp He Arg Gly He He Glu Lys Leu Asp Tyr Leu Lys 

20 25 30 

Ser Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr Asp Ser Pro 
35 40 45 

Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asn Tyr Arg Gin He Met Lys 

50 55 60 

Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Ser Leu Val Ala Glu Met Lys 
65 70 75 80 

Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn His Thr Ser 

85 90 95 

Asp Gin His Pro Trp Phe He Gin Ser Lys Ser Asp Lys Asn Asn Pro 
100 105 110 

Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys Asp .Asn Gin Pro Pro 
115 120 125 

Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin Lys Asp Ala 
130 135 140 

Lys Ser Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Arg Gin 
145 150 155 


<210> 21 
<211> 1782 
<212> DNA 

<213> Pseudomonas mesoaeidophila MX45 

<220> 

<221> CDS 

<222> {1)..(1779) 

<223> coding for sucrose isomerase 

<400> 21 

atg ctt atg aag aga tta ttc gee gcg tet ctg atg ctt get ttt tea 48 
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Met Leu Met Lys Arg Leu Phe Ala Ala Ser Leu Met Leu Ala Plie Ser 
15 10 is 

age gtc tec tct gtg agg get gag gag gee gta aag ccg ggc gcg cca 96 
Ser Val Ser Ser Val Arg Ala Glu Glu Ala Val Lys Pro Gly Ala Pro 
20 25 30 

tgg tgg aaa agt get gte tte tat cag gtc tat ccg cge teg ttc aag 144 
Trp Trp Lys Ser Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys 
35 40 45 

gat acc aac ggt gat ggg ate ggc gat ttc aaa gga ctg acg gag aag 192 
Asp Thr Asn Gly Asp Gly He Gly Asp Phe Lys Gly Leu Thr Glu Lys 
50 55 60 

etc gac tat etc aag ggg etc ggc ata gae gee ate tgg ate aat cca 240 
Leu Asp Tyr Leu Lys Gly Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro 
65 70 75 80 

eat tac gcg tct cec aac acc gat aat ggc tac gat ate age gac tat 288 
His Tyr Ala Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser Asp Tyr 

85 90 95 

cga gag gtc atg aag gaa tat ggg acg atg gag gac ttc gat egt ctg 336 
Arg Glu Val Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu 

100 105 110 

atg get gag ttg aag aag cge ggc atg egg etc atg gtt gat gtc gtg 384 
Met Ala Glu Leu Lys Lys Arg Gly Met Arg Leu Met Val Asp Val Val 
115 120 125 

ate aac cat teg agt gac caa cac gaa tgg ttc aag age age egg gee 432 
He Asn His Ser Ser Asp Gin His Glu Trp Phe Lys Ser Ser Arg Ala 
130 135 140 

tec aaa gac aat ccc tac cgt gac tat tat 'ttc tgg cgt gac ggc aaa 480 
Ser Lys Asp Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys 
145 150 155 160 

gac ggt cac gag cca aac aat tac cet tec ttc ttc ggc ggt teg gca 528 
Asp Gly His Glu Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala 
165 170 175 

tgg gag aag gac ccc gta acc ggg caa tat tac ctg cat tat ttc ggt 576 
Trp Glu Lys Asp Pro Val Thr Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Gly 
180 185 190 

cgt cag cag cca gat ctg aac tgg gac acg ccg aag ctt cge gag gaa 624 
Arg Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Thr Pro Lys Leu Arg Glu Glu 
195 200 205 

etc tat gcg atg ctg egg ttc tgg etc gae aag ggc gta tea ggc atg 672 
Leu Tyr Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met 
210 215 220 

egg ttc gat acg gtg get acc tac teg aag aca ccg ggt ttc ccg gat 720 
Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys Thr Pro Gly Phe Pro Asp 
225 230 235 240 

Ctg aca ccg gag cag atg aag aac ttc gcg gag gcc tat acc cag ggg 768 
Leu Thr Pro Glu Gin Met Lys Asn Phe Ala Glu Ala Tyr Thr Gin Gly 
245 250 255 

ccg aac ctt cat cgt tac ctg cag gaa atg cac gag aag gtc tte gat 816 
Pro Asn Leu His Arg Tyr Leu Gin Glu Met His Glu Lys Val Phe Asp 
260 265 270 

cat tat gac gcg gtc acg gcc ggc gaa ate ttc ggc get ccg etc aat 864 
His Tyr Asp Ala Val Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Ala Pro Leu Asn 
275 280 285 
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caa gtg ccg ctg ttc ate gac age egg agg aaa gag ctg gat atg get 912 
Gin Val Pro Leu Phe lie Asp Ser Arg Arg Lys Glu Leu Asp M^t Ala 
290 295 300 

ttc acc tte gat etg ate cgt tat gat ege gca etg gat cgt tgg cat 960 
Phe Tlxr Phe Asp Leu lie Arg Tyr Asp Arg Ala Leu Asp Arg Trp His 
305 310 315 320 

acc att ccg cgt acc tta gcg gac ttc cgt caa acg ate gat aag gtc 1008 
Thr He Pro Arg Thr Leu Ala Asp Phe Arg Gin Thr He Asp Lys Val 
325 330 335 

gac gee ate gcg ggc gaa tat ggc tgg aac acg ttc ttc etc gge aat 1056 
Asp Ala He Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Gly Asn 
340 345 350 

cae gae aat ece cgt gcg gta teg eat ttt ggt gac gat egg ccg caa 1104 
His Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin 
355 360 365 

tgg cgc gaa gee teg gee aag get etg gee acc gtc acc ttg acc cag 1152 
Trp Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Val Thr Leu Thr Gin 
370 375 380 

cga gga acg ccg tte ate tte caa gga gat gaa etc gga atg acc aac 1200 
Arg Gly Thr Pro Phe He Phe Gin Gly Asp Glu Leu Gly Met Thr Asn 
385 390 395 400 

tac ece ttc aag acg ctg cag gac ttt gat gat ate nnn nnn nnn nnn 1248 
Tyr Pro Phe Lys Thr Leu Gin Asp Phe Asp Asp He Xaa Xaa Xaa Xaa 
405 410 415 

nnn nnn nnn nnn nnn nnn mm nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn 1296 
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 
420 425 430 

nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnn nnt gtg gcg ttg act 1344 
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val Ala Leu Thr 

435 440 445 

age cga gca aac gee cgc acg ece ttt caa tgg gat gac agt get aat 1392 
Ser Arg Ala Asn Ala Arg Thr Pro Phe Gin Trp Asp Asp Ser Ala Asn 
450 455 460 

gcg gga tte aca act gge aag ect tgg eta aag gtc aat cea aac tac 1440 
Ala Gly Phe Thr Thr Gly Lys Pro Trp Leu Lys Val Asn Pro Asn Tyr 
465 470 475 480 

act gag ate aac gee gcg egg gaa att ggc gat ect aaa teg gtc tac 1488 
Thr Glu He Asn Ala Ala Arg Glu He Gly Asp Pro Lys Ser Val Tyr 
485 490 495 

age ttt tac cgc aac ctg ate tea ate egg cat gaa act ccc get ctt 1536 
Ser Phe Tyr Arg Asn Leu He Ser He Arg His Glu Thr Pro Ala Leu 
500 505 510 

teg acc ggg age tat cgc gac ate gat ccg agt aat gee gat gtc tat 1584 
Ser Thr Gly Ser Tyr Arg Asp He Asp Pro Ser Asn Ala Asp Val Tyr 
515 520 525 

gee tat acg cgc age cag gat ggc gag ace tat etg gtc gta gtc aac 1632 
Ala Tyr Thr Arg Ser Gin Asp Gly Glu Thr Tyr Leu Val Val Val Asn 

530 535 540 

ttc aag gca gag cea agg agt tte acg ctt ccg gac ggc atg cat att 1680 
Phe Lys Ala Glu Pro Arg Ser Phe Thr Leu Pro Asp Gly Met His He 
545 550 555 560 
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gcc gaa acc ctg att gag age agt teg cca gca get ecg gcg gcg ggg 1728 
Ala Glu Thr Leu lie Glu Ser Sex Ser Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 
565 570 575 

get gea age ett gag ctg eag cct tgg eag tec ggc ate tac aag gtg 1776 
Ala Ala Ser Leu Glu Leu Gin Pro Trp Gin- Ser Gly lie Tyr Lys Val 
580 585 590 

aag taa 1782 
Lys 

<210> 22 
<211> 593 
<212> PRT 

<213> Pseudomonas mesoacidopliila MX45 
<400> 22 

Met Leu Met Lys Arg Leu Phe Ala Ala Ser Leu Met Leu Ala Phe Ser 
1*5 10 15 

Ser Val Ser Ser Val Arg Ala Glu Glu Ala Val Lys Pro Gly Ala Pro 
20 25 30 

Trp Trp Lys Ser Ala Val Plie Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys 
35 40 45 

Asp Thr Asn Gly Asp Gly lie Gly Asp Phe Lys Gly Leu Thr Glu Lys 
50 55 60 

Leu Asp Tyr Leu Lys Gly Leu Gly lie Asp Ala He Trp He Asn Pro 
65 70 75 80 

His Tyr Ala Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Ser 2\sp Tyr 

85 90 95 

Arg Glu Val Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu 
100 105 110 

Met Ala Glu Leu Lys Lys Arg Gly Met Arg Leu Met Val Asp Val Val 
115 120 125 

He Asn His Ser Ser Asp Gin His Glu Trp Phe Lys Ser Ser Arg Ala 
130 ■ 135 140 

Ser Lys Asp Asn Pro Tyr Arg Asp Tyr Tyr Phe Trp Arg Asp Gly Lys 
145 150 155 160 

Asp Gly His Glu Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala 
165 170 175 

Trp Glu Lys Asp Pro Val Thr Gly Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Gly 
180 185 190 

Arg Gin Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Thr Pro Lys Leu Arg Glu Glu 
195 200 205 

Leu Tyr Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Met 
210 215 220 

Arg Phe Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys Thr Pro Gly Phe Pro Asp 
225 230 235 240 

Leu Thr Pro Glu Gin Met Lys Asn Phe Ala Glu Ala Tyr Thr Gin Gly 

245 250 255 

Pro Asn Leu His Arg Tyr Leu Gin Glu Met His Glu Lys Val Phe Asp 
260 265 270 

His Tyr Asp Ala Val Thr Ala Gly Glu He Phe Gly Ala Pro Leu Asn 
275 280 285 
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Gin Val Pro Leu Phe lie Asp Ser Arg Arg Lys Glu Leu Asp Met Ala 
290 295 300 

Phe Thr Phe Asp Leu lie Arg Tyr Asp Arg Ala Leu Asp Arg Trp His 

305 310 315 320 

Thr lie Pro Arg Thr Leu Ala Asp Phe Arg Gin Thr lie Asp Lys Val 
325 330 335 

Asp Ala lie Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Thr Phe Phe Leu Gly Asn 

340 345 350 

His Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin 
355 360 365 

Trp Arg Glu Ala Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Val Thr Leu Thr Gin 
370 375 380 

Arg Gly Thr Pro Phe lie Phe Gin Gly Asp Glu Leu Gly Met Thr Asn 
385 390 395 400 

Tyr Pro Phe Lys Thr Leu Gin Asp Phe Asp Asp lie Xaa Xaa Xaa Xaa 
405 410 415 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

420 425 430 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Val Ala Leu Thr 
435 440 445 

Ser Arg Ala Asn Ala Arg Thr Pro Phe Gin Trp Asp Asp Ser Ala Asn 
450 455 460 

Ala Gly Phe Thr Thr Gly Lys Pro Trp Leu Lys Val Asn Pro Asn Tyr 
465 470 475 480 

Thr Glu He Asn Ala Ala Arg Glu He Gly Asp Pro Lys Ser Val Tyr 

485 490 495 

Ser Phe Tyr Arg Asn Leu He Ser He Arg His Glu Thr Pro Ala Leu 
500 505 510 

Ser Thr Gly Ser Tyr Arg Asp He Asp Pro Ser Asn Ala T^p Val Tyr 
515 520 525 

Ala Tyr Thr Arg Ser Gin Asp Gly Glu Thr Tyr Leu Val Val Val Asn 
530 535 540 

Phe Lys Ala Glu Pro Arg Ser Phe Thr Leu Pro Asp Gly Met His He 
545 550 555 560 

Ala Glu Thr Leu He Glu Ser Ser Ser Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly 
565 570 575 

Ala Ala Ser Leu Glu Leu Gin Pro Trp Gin Ser Gly He Tyr Lys Val 
580 585 590 

Lys 


<210> 23 
<211> 1417 
<212> DNA 

<213> Lycopersicon esculentum 
<220> 

<221> promoter 

<222> (1) . . (1417) 

<223> promoter of lemmi9 
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<400> 23 

ataatttaac catctagaga tccacaaatc atgtttccat atcatggtag tagttggtgc 60 
tacgaagtat ctataaatta ttgagaaata cctggtggaa tcccaagtga aacggaaagg 120 
cccttactta ttaaataaaa aaacatttga caatagaaaa ttgagaccaa tctgcatatg 180 
aaacatcagg atccccacat ttcacaaatt ttacaagtta attaagccct actctgtcca 240 
tatggaactt ttctgcactt ccacgcacca acgaatatgc tgaaaattga tgttttagat 300 
gtgtacgaat aaagcaatca aagaacgcgg gcgcaacgcg cgctggagac actgccattc 360 
atgtgtgcct aacgtgtttt ctttagtcat tacgctccta ctaccgactc aatatatatt 420 
aactatagta ttttttattt atgacgagaa acgtaatttt aaatgtagat atattttaac 480 
aagctatgat aattacatct tgttgccgta gtcataaatg acacaaatta aggtttgatt 540 
ttcgtccact tctaagattt cttgttctaa tactagtata tttctgattt aaaaagttat 600 
ttagtttttt ttgaattagc tgataaatgc caaaaactga aaattaaagt actttttaat 660 
tttataaaaa taatatcatg gaaattaaaa cgagaaatta atgaaaaagt agaagattgc 720 
tttgccataa tatagtgtta cttttcgtat tattttatta agcgtaaaat tacataaagg 780 
tatccgtgct taaatttcta gcttgagagc attttttgaa gcaaaagttt cgataaatca 840 
agttttaata taaaattaca atcatcattt ctaattatat taattcttta aaaataaaat 900 
taaaaaaata tatacaataa ttgaagctcg gataaattaa aatatgtaac tattaaatat 960 
tactcggata tattaaatat tattcgatta tattaatatg tagctcaaaa tatattaaat 1020 
aataatacaa atatattaat atatgtaaat catatacatt aaaaactatc ttaaatatat 1080 
aatatgcagc tgtaatatat taacccagat acataagcac ctcgagtaca ttaaacaaat 1140 
aaaagaattt aaaaataata aaaataagtg aaagcaataa attgtatatt tctataattt 1200 
atccctttat taatactaaa taaagttaga gaacctaaac aggaagcaca attatgacac 1260 
gaggagagaa tagcgcgtca attgtgaccc tttacgcgga agtatatgta ataaatagta 1320 
gactcttttt ctatatttgt atatcccata acaagagcag agatattcgt ttagcacaaa 1380 
acaggcatac tattcaattc cctttcgttc cagaagc 1417 

<210> 24 
<211> 374 
<212> DNA 

<213> Nicotiana tabacum 
<220> 

<221> promoter 
<222> (1) . . (374) 

<223> promoter of delta-0 .3TobRB7 
<400> 24 

agcttatcta aacaaagttt taaattcatt tcttaaacgt ccattacaat gtaatataac 60 
ttagtcgtct caattaaacc attaatgtga aatataaatc aaaaaaagcc aaagggcggt 120 
gggacggcgc caatcatttg tcctagtcca ctcaaataag gcccatggtc ggcaaaacca 180 
aacacaaaat gtgttatttt taattttttc ctcttttatt gttaaagttg caaaatgtgt 240 
tatttttggt aagaccctat ggatatataa agacaggtta tgtgaaactt ggaaaaccat 300 
caagttttaa gcaaaaccct cttaagaact taaattgagc ttcttttggg gcatttttct 360 
agtgagaact aaaa 374 

<210> 25 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Kttnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
oligonucleotide primer 

<400> 25 

ggatccggta ccgttcagca atcaaat 27 

<210> 26 
<211> 23 
<212> DNA 

<213> Kxinstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kOnstliclien Sequenz: 
oligonucleotide primer 

<400> 26 

gtcgacgtct tgccaaaaac ctt 

<210> 27 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz; 
oligonucleotide primer 

<400> 27 

gtcgacctac gtgattaagt ttata 

<210> 28 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> Kiinstlictie Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz 
oligonucleotide primer 

<400> 28 

atcgaattca taatttaacc atctagag 

<210> 29 
<211> 28 
<212> DNA 

<213> KOnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz 
oligonucleotide primer 

<400> 29 

atcggtacct gcttctggaa cgaaaggg 

<210> 30 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kxinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
oligonucleotide primer 

<400> 30 

ggaattcagc ttatctaaac aaagttttaa attc 

<210> 31 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> Ktinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz 
oligonucleotide primer 

<400> 31 

gggtaccagt tctcactaga aaaatgcccc 

<210> 32 
<211> 461 
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<212> DNA 

<213> Wheat dwarf virus 
<220> 

<221> promoter 
<222> (1) . . (461) 

<223> V-sense promoter from Wheat Dwarf Virus 
<400> 32 

ccggcaggtc cttagcgaaa aaacggggtg tgccagaaaa ctctatgctc taccctgcgt 60 
ggaggtgtga attctgcaca ctgctaatgc aatgtgtcca atgctttata tagggcaggt 120 
tttggcggga gaacagggcc cttgtgttcc cacgggagcg tagcgtatcg tgtgggccct 180 
gttcggtgtg tggtcggggg gcctccacgc gggttataat attaccccgc gtggtggccc 240 
ccgacgcgca ctcggctttt cgtgagtgcg cggaggcttt tggaccacat cttttctgac 300 
cactttcgtg gaatatgttg atttatcaca cttttgacgc ggaaatctgt gccatgcctt 360 
agcttataag gaagtgcgtg gtagcccatc tcgatggagc aggcaatagc ccccccgctt 420 
cctatacggg actatcaata ccagacccct tccattcccg g 461 

<210> 33 
<211> 1173 
<212> DNA 

<213> Maize streak virus 
<220> 

<221> promoter 
<222> (1) . . (1173) 

<223> V-sense promotor from Maize Streak Virus 


aagcttattt gcagagtatt caaaatactg caattttgtg gaccaatcaa agggaagctc 60 
tttctggatc atggagaggt actcttcttt ggaagtagcg tgtgaaataa tgtctcgcat 120 
tatttcatct ttagaaggct ttttttcctt tacctctgaa tcagattttc cgaggaaggg 180 
ggacttccta ggaatgaaag tacctctctc aaacacagcc agaggttcct tgagaatgta 240 
atccctcacc ctgtttactg acttggcact ctgaatattt gggtgaaacc catttatatc 300 
aaagaacctt gagtcagata tccttaccgg cttctctgtc tgaagcaatg catgtaaatg 3 60 
caaacttcca tctttatgtg cctctcgggc acatagaatg tatttgggaa tccaacgaac 420 
aacgagctcc cagatcatct gacaggcgat ttcaggattt tctggacact ttggataggt 480 
taggaacgtg ttagcgttcc ggtgtgagaa ctgacggttg gatgaggagg aggccattgc 540 
cgacgacgga ggttgaggct gagggatggc agactgggag ctccaaactc tatagtatac 600 
ccgtgcgcct tcgcctcgag gcgaaatccg ccgctccctt gtcttgtagt ggttgcaaat 660 
gggccggacc gggccggccc agcaggaaaa gaaggcgcgc actaatatta ccgcgccttc 720 
ttttcctgcg agggcccggt agggtcgacc ccgagcgatt tgatgtaaag tttggtcctg 780 
ctttgtatga tttatctaaa gcagcccatt ctaaagaatc cggtcccggt cactataaat 840 
tgcctaacaa gtgcgattca ttcatggatc cacagaacgc cctgtattat cagccgcggg 900 
tacccacagc agctccgaca tccggaggag tgccgtggag tcgcgtaggc gaggtagcta 960 
ttttgagctt tgttgcattg atttgctttt acctgcttta cctttgggtg ctgagagacc 1020 
ttatcttagt tctgaaggct cgacaaggca gatccacgga ggagctgata tttggtggac 1080 
aagctgtgga taggagcaac cctatcccta atataccagc accaccaagt cagggcaatc 1140 
ccgggccatt tgttccatcg actctagtcg acc 1173 

<210> 34 
<211> 353 
<212> DNA 

<213> Pepper huasteco virus 
<220> 

<221> promoter 
<222> (1) . . (353) 

<223> V-sense promoter from Pepper huasteco virus 
<400> 34 

catatttgta ataagagagg tgtacaccga ttggagctct ttaacctggg cttattgtat 60 
cggtgtattg gtagccaata tatagtatat gggagttatc taggatcttc gtacacgtga 120 


<400> 33 
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gggccatccg ttataatatt accggatggc cgaccgctta ccttatctat ccgtactgct 180 

ttatttgaat taaagatgtt acttttatgc tatccaatga agcgtagcgt ctgggaagct 240 

tagttatcag ttccagacgt ggggaccaag tagtgtatga ccactttatt gactgtcagc 300 

tttataaatt gaaattaaaa cataagtggt ccatgtacct ttaattcaaa atg 353 

<210> 35 
<211> 1803 
<212> DNA 

<213> Serratia plymuthica 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1800) 

<223> coding for succrose Isomerase 
<400> 35 

atg ccc cgt caa gga ttg aaa act gca eta gcg att ttt eta acc aca 48 
Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thx Ala Leu Ala He Phe Leu Thr Thr 
15 10 15 

tea tta age gtc tea tgc eag caa gee tta ggt acg caa caa ccc ttg 96 
Ser Leu Ser Val Ser Cys Gin Gin Ala Leu Gly Thr Gin Gin Pro Leu 
20 25 30 

ett aac gaa aag agt ate gaa cag teg aaa acc ata cct aaa tgg tgg 144 
Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser Lys Thr He Pro Lys Trp Trp 
35 40 45 

aag gag get gtt ttt tat cag gtg tat ccg cgt tec ttt aaa gac act 192 
Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr Pro Arg Ser Phe Lys Asp Thr 
50 55 60 

aac ggg gat ggt ate ggg gat att aaa gge ate ata gaa aaa tta gac 240 
Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Lys Gly He He Glu Lys Leu Asp 
65 70 75 80 

tat tta aaa get ttg ggg att gat gee att tgg ate aac cea cat tat 288 
Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala He Trp He Asn Pro His Tyr 

85 90 95 

gac tec ccg aac acg gat aat ggt tac gat ata cgt gat tat ega aaa 33 6 
Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr Asp He Arg Asp Tyr Arg Lys 
100 105 110 

ate atg aaa gaa tat ggc acg atg gag gat ttt gac cgc etg att tct 384 
He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu Asp Phe Asp Arg Leu He Ser 
115 120 125 

gaa atg aaa aaa cgt aac atg egg ttg atg att gat gtg gtc ate aac 432 
Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu Met He Asp Val Val He Asn 
130 135 140 

cac ace age gat caa aac gaa tgg ttt gtt aaa agt aaa age agt aag 480 
His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe Val Lys Ser Lys Ser Ser Lys 
145 150 155 160 

gat aat cct tat cgt ggc tat tac ttc tgg aaa gat get aaa gaa ggg 528 
Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe Trp Lys Asp Ala Lys Glu Gly 
165 170 175 

eag gcg cct aat aat tac cct tea ttc ttt ggt ggc teg gcg tgg caa 576 
Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Phe Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

aaa gat gaa aag ace aat caa tac tac etg cac tat ttt get aaa caa 624 
Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 
195 200 205 
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cag cct gac eta aac tgg gat aac ccc aaa gtc cgt caa gat ctt tat 672 
Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Lera Tyr 
210 215 220 

gca atg ttg cgt ttc tgg tta gat aaa ggc gtg tct ggt tta cgc ttt 720 
Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 
225 230 235 240 

gat acg gta gcg acc tac tea aaa att ccg gac ttc cca aat etc acc 768 
Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

caa caa cag ctg aag aat ttt gca get gag tat ace aag ggc cct aat 816 
Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Ty^ Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

att cat cgt tac gtc aat gaa atg aat aga gaa gtt ttg tct cat tac 864 
lie His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

gac att gee act gee ggt gaa ate ttt ggc gta ccc ttg gat caa teg 912 
Asp lie Ala Thr Ala Gly Glu lie Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

ata aaa ttc ttc gat cgc cgt cgc gat gag ctg aac ate gca ttt acc 960 
lie Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn lie Ala Phe Thr 
305 310 315 320 

ttt gac tta ate aga etc gat ega gac tct gat caa aga tgg cgt ega 1008 
Phe Asp Leu lie Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

aaa gag tgg aaa ttg teg caa ttc ega cag gtc ate gat aac gtt gac 1056 
Lys Glu Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin Val lie Asp Asn Val Asp 
340 345 350 

cgt act gcc ggc gaa tat ggt tgg aat gcc ttc ttc ttg gat aac cae 1104 
Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Txp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 

355 360 365 

gac aat ccg cgc get gtc tec cae ttt ggc gat gat cgc cca caa tgg 1152 
Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 
370 375 380 

cgc gag cca teg get aaa gcg ctt gca ace ttg acg ctg act caa ega 1200 
Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

gca acg cct ttt att tat caa ggt tea gaa ttg ggc atg acc aat tac 1248 
Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 
405 410 415 

ccc ttc aaa get att gat gaa ttc gat gat att gag gtg aaa ggt ttt 1296 
Pro Phe Lys Ala lie Asp Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

tgg cat gac tac gtt gag aca gga aag gtg aaa gee gac gag ttc ttg 1344 
Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

caa aat gta cgc ctg acg age agg gat aac age egg aca ccg ttc caa 1392 
Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

tgg gat acg age aaa aat gca gga ttc acg age gga aaa cct tgg ttc 1440 
Trp Asp Thr Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 
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aag gtc aat cca aac tac cag 
Lys Val Asn Pro Asn Tyx Gin 
485 

cag ccc gac teg gta ttt aat 
Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn 
500 

cat aac ate ccg gca ctg acc 
His Asn lie Pro Ala Leu a?hr 
515 

gca aat gat teg gtc tac gcc 
Ala Asn Asp Ser Val Tyr Ala 
530 535 

tat ett gtt gtc gtt aac ttc 
Tyr Leu Val Val Val Asn Phe 
545 550 

ccg gat aat eta tee ate gag 
Pro Asp Asn Leu Ser lie Glu 
565 

aac gtt gtg aaa aag aat gat 
Asn Val Val Lys Lys Asn Asp 
580 

tea ggg gtt tat aaa eta aat 
Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn 
595 


48 

gaa ate aat geg gta 
Glu He Asn Ala Val 
490 

tat tat egt cag ttg 
Tyr Tyr Arg Gin Leu 
505 

tat ggc aca tac acc 
Tyr Gly Thr Tyr Thr 
520 

tat aca cgc age ctt 
Tyr Thr Arg Ser Leu 
540 

cag gaa caa gtg atg 
Gin Glu Gin Val Met 
555 

aaa gtg att ata gaa 
Lys Val He He Glu 
570 

tec tta etc gaa eta 
Ser Leu Leu Glu Leu 
585 

caa taa 

Gin 

600 
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agt caa gtc gca 
Ser Gin Val Ala 
495 

ate aag ata agg 
He Lys He Arg 
510 

gat ttg gat eet 
Asp Leu Asp Pro 
525 

ggcr geg gaa aaa 
Gly Ala Glu Lys 

aga tat aaa tta 
Arg Tyr Lys Leu 
560 

age aac age aaa 
Ser Asn Ser Lys 
575 

aaa cca tgg cag 
Lys Pro Trp Gin 
590 


<210> 36 
<211> 600 
<212> PRT 

<213> Serratia plymuthiea 
<400> 36 

Met Pro Arg Gin Gly Leu Lys Thr Ala 
1 5 

Ser Leu Ser Val Ser Cys Gin Gin Ala 
20 25 

Leu Asn Glu Lys Ser He Glu Gin Ser 

35 40 

Lys Glu Ala Val Phe Tyr Gin Val Tyr 
50 55 

Asn Gly Asp Gly He Gly Asp He Lys 
65 70 

Tyr Leu Lys Ala Leu Gly He Asp Ala 

85 

Asp Ser Pro Asn Thr Asp Asn Gly Tyr 

100 105 

He Met Lys Glu Tyr Gly Thr Met Glu 
115 120 

Glu Met Lys Lys Arg Asn Met Arg Leu 
130 135 

His Thr Ser Asp Gin Asn Glu Trp Phe 
145 150 

Asp Asn Pro Tyr Arg Gly Tyr Tyr Phe 
165 


Leu Ala He 

10 

Leu Gly Thr 


Lys Thr He 

Pro Arg Ser 
60 

Gly He He 
75 

He Trp He 
90 

Asp He Arg 

Asp Phe Asp 

Met He Asp 
140 

Val Lys Ser 
155 

Trp Lys Asp 
170 


Phe Leu Thr Thr 

15 

Gin Gin Pro Leu 
30 

Pro Lys Trp Trp 

45 

Phe Lys Asp Thr 

Glu Lys Leu Asp 
80 

Asn Pro His Tyr 
95 

Asp Tyr Arg Lys 

110 

Arg Leu He Ser 
125 

Val Val He Asn 


Lys Ser Ser Lys 
160 

Ala Lys Glu Gly 
175 


1488 


1536 


1584 


1632 


1680 


1728 


1776 


1803 
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Gin Ala Pro Asn Asn Tyr Pro Ser Phe Plie Gly Gly Ser Ala Trp Gin 
180 185 190 

Lys Asp Glu Lys Thr Asn Gin Tyr Tyr Leu His Tyr Phe Ala Lys Gin 

195 200 205 

Gin Pro Asp Leu Asn Trp Asp Asn Pro Lys Val Arg Gin Asp Leu Tyr 
210 215 220 

Ala Met Leu Arg Phe Trp Leu Asp Lys Gly Val Ser Gly Leu Arg Phe 

225 230 235 240 

Asp Thr Val Ala Thr Tyr Ser Lys lie Pro Asp Phe Pro Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Gin Gin Leu Lys Asn Phe Ala Ala Glu Tyr Thr Lys Gly Pro Asn 
260 265 270 

lie His Arg Tyr Val Asn Glu Met Asn Arg Glu Val Leu Ser His Tyr 
275 280 285 

Asp lie Ala Thr Ala Gly Glu lie Phe Gly Val Pro Leu Asp Gin Ser 
290 295 300 

lie Lys Phe Phe Asp Arg Arg Arg Asp Glu Leu Asn lie Ala Phe Thr 

305 310 -315 320 

Phe Asp Leu lie Arg Leu Asp Arg Asp Ser Asp Gin Arg Trp Arg Arg 
325 330 335 

Lys Glu Trp Lys Leu Ser Gin Phe Arg Gin Val lie Asp Asn Val Asp 

340 345 350 

Arg Thr Ala Gly Glu Tyr Gly Trp Asn Ala Phe Phe Leu Asp Asn His 
355 360 365 

Asp Asn Pro Arg Ala Val Ser His Phe Gly Asp Asp Arg Pro Gin Trp 

370 375 380 

Arg Glu Pro Ser Ala Lys Ala Leu Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Arg 
385 390 395 400 

Ala Thr Pro Phe lie Tyr Gin Gly Ser Glu Leu Gly Met Thr Asn Tyr 

405 410 415 

Pro Phe Lys Ala lie Asp Glu Phe Asp Asp lie Glu Val Lys Gly Phe 
420 425 430 

Trp His Asp Tyr Val Glu Thr Gly Lys Val Lys Ala Asp Glu Phe Leu 
435 440 445 

Gin Asn Val Arg Leu Thr Ser Arg Asp Asn Ser Arg Thr Pro Phe Gin 
450 455 460 

Trp Asp Thr Ser Lys Asn Ala Gly Phe Thr Ser Gly Lys Pro Trp Phe 
465 470 475 480 

Lys Val Asn Pro Asn Tyr Gin Glu lie Asn Ala Val Ser Gin Val Ala 

485 490 495 

Gin Pro Asp Ser Val Phe Asn Tyr Tyr Arg Gin Leu lie Lys lie Arg 
500 505 510 

His Asn lie Pro Ala Leu Thr Tyr Gly Thr Tyr Thr Asp Leu Asp Pro 

515 520 525 

Ala Asn Asp Ser Val Ty^ Ala Tyr Thr Arg Ser Leu Gly Ala Glu Lys 
530 535 540 

Tyr Leu Val Val Val Asn Phe Gin Glu Gin Val Met Arg Tyr Lys Leu 
545 550 555 560 
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Pro Asp Asn Leu Ser lie Glu Lys Val lie lie Glu Ser 2^n Ser Lys 
565 570 sis 

Asn Val Val Lys Lys Asn Asp Ser Leu Leu Glu Leu Lys Pro Tirp Gin 
580 585 590 

Ser Gly Val Tyr Lys Leu Asn Gin 
595 600 
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Verfahren zum Erreichen einer Pathogenresistenz in Pflanzen 
Beschreibung 

5 

Die Erfindixag betrifft Verfahren zur Erzeugung oder Erhohung 
einer Pathogenresistenz in Pflanzen durch - bevorzugt pathoge- 
ninduzierbare - Expression einer Saccharoseisomerase . 

10 Palatinose (Isomaltulose) iind Trehalulose werden groStechnisch 
aus Saccharose durch eine enzymatische Umlagerung unter Ver- 
wendung von iiratiobilisierten Bakterienzellen hergestellt. Dabei 
wird die zwischen den Monosacchariden des Disaccharids Saccharose 
bestehende (al->p2-glykosidische Bindung zu einer al->a6-Bindung 

15 bei Palatinose bzw. einer al->al -Bindung bei Trehalulose isomeri- 
siert . Diese Umlagerung von Saccharose zu den beiden nicht-kario- 
genen Disacchariden erfolgt unter Katalyse des bakteriellen 
Enzyms Saccharoseisomerase, auch Saccharosemutase genannt. 
Entsprechende Sequenzen sind beispielsweise in WO 95/20047 

20 (US -5,786,140; US 5,985,622) beschrieben. 

Ferner sind beschrieben Saccharoseisomerasen aus Erwinia . 
rhapontici (pall Gen, GenBank Ace. -No.: AF279281; B5rnke et al. 

(2001) J Bacteriol 183 (8) :2425-2430) und Klebsiella sp. Strain 

25 LX3 (GenBank Ac c. -No. : AY040843; Zhang et al . (2002) Appl Environ 
Microbiol (68) :2676-2682) . . 

WO 01759136 beschreibt Verfahren zur direkten Herstellung nicht- 
kariogener Zucker direkt in transgenen Pflanzen, die rekombinante 
30 Nukleinsauremolekule kodierend fiir Proteine mit der enzymatischen 
Aktivitat einer Saccharoseisomerase enthalten. Beschrieben 
sind Expressionskonstrukte fur besagte Saccharoseisomerase zur 
Expression in Pflanzen, sowie die mit denselberi trans formier ten 
transgenen Pflanzen. 

35 

WO 01/59135 beschreibt Verfahren zur Beeinf lussung der Pollen- 
en twicklung unter Verwendung von anther en-, tapetxxm oder pollen- 
spezifisch exprimierten Saccharoseisomerasen. Die konstitutive 
Expression der Saccharoseisomerase in Pflanzen hat jedoch nach- 
40 teilige Wirkung auf das Wachst\im der Pflanze (Bornke F et al. 

(2002) Planta 214:356-364). 

Ziel biotechnologischer Arbeiten an Pflanzen ist die Herstellung 
von Pflanzen mit vorteilhaf ten, neuen Eigenschaf ten zum Beispiel 
45 zur Steigerimg der landwirtschaf tlichen Produktivitat , z\ir Quali- 
tatssteigerung bei Nahriingsmitteln oder ziar Produktion bestimmter 
Chemikalien oder Pharmazeutika. Oft sind die natiirlichen Abwehr- 
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mechanismen der Pflanze gegen Pathogene unzxireichend. Allein 
Pilzerkranlcungen ftihren zu Ernteverlusten in der Hohe von vielen 
Milliarden US-$ jahrlicii. Die Einfiihrung fremder Gene aus Pflan- 
zen, Tieren oder mikrobiellen Quellen kann die Abwehr verstarken. 
S Beispiele .sind der Schutz gegen Insektenf rass in Tabak durch 

Expression von Bacillus thurlng-xensis Endotoxinen unter Kontrolle 
des 35 S CaMV Promoters (Vaeck et al . (1987) Nature 328:33-37) 
Oder der Schutz des Tabaks gegen Pilzbefall durch Expression 
einer Chitinase aus der Bohne unter Kontrolle des CaMV Promoters 
10 (Broglie et al. (1991) Science 254:1194-1197), Die meisten der 
beschriebenen Ansatze gewahren jedoch nur eine Resistenz gegen 
ein e in 2 elnes Pathogen oder gegen ein schmales Spektrxam von 
Pathogenen. 

15 Es gibt nur wenige Ansatze, die Pflanzen eine Resistenz gegen ein 
breiteres Spektrvtm von Pathogenen, vor allein Pilzpathogene, ver- 
leihen. Die systemische erworbene Resistenz ("systemic acquired 
resistance"; SAR) - ein Abwehrmechanismus bei verschiedenen 
Pflanze/Pathogen-Interaktionen - kann durch Applikation von endo- 

20 genen Botenstoffen wie Jasmonsaure (JA) oder Salicylsaure (SA) 
vermittelt werden (Ward, et al. (1991) Plant Cell 3:1085-1094; 
Uknes, et al, (1992) Plant Cell 4 (6) : 645-656) . Ahnliche Effekte 
konnen auch durch synthetische Verbindungen wie 2 , 6-Dichloriso- 
nikotinsaure (INA) oder Benzo (1,2,3) thiadiazol-7-thiocarbonsaure- 

25 S-itiethylester (BTH; Bion®) (Friedrich et al. (1996) Plant J 
lO(l):61-70; Lawton et al . (1996) Plant J. 10:71-82) bewirkt 
werden. Auch die Expression der iiti Rahmen eines SAR hoch- 
regulierten ^'pathogenesis related" (PR) Proteine vermag z\aiti 
Teil eine Pathogenresistenz zu bewirken. 


In Gerste ist bereits seit langerem der Mlo-Locus als negativer 
Regulator der Pathogenabwehr beschrieben. Der Verlust oder 
FTinktionsverlust ( "loss-of-fimction" ) des Mlo-Gens bedingt eine 
erhohte und vor allem rassen-unspezif ische Resistenz beispiels- 

35 weise gegen zahlreiche Arten von Mehltau (Buschges R et al . 

(1997) Cell 88:695-705; Jorgensen JH (1977) Euphytica 26:55-62; 
Lyngkjaer MF et al. (1995) Plant Pathol 44:786-790). Das Mlo- 
Gen wurde erst kiirzlich kloniert (Buschges R et al, (1997) 
Cell :695-705; WO 98/04586; Schulze-Lef ert P, Vogel J (2000) 

40 Trends Plant Sci. 5:343-348). Verschiedene Verfahren unter Ver- 
wendung von Mlo-Genen zum Erzielen einer Pathogenresistenz sind 
beschrieben (WO 98/04586; WO 00/01722; WO 99/47552). Unklar 
ist, ob ein Mlo-basierter Ansatz auch in dikotyledonen Pflanzen 
praktikabel ist. 


30 


45 
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Generell leben pf lanzenpathogene Pilzarten saproph^^^tisch oder 
parasitisch. Letztere sind - ziimindest in bestiitunten Phasen ihres 
Lebenszyklus - auf ein Wirkstof f angebot (z.B. ein Angebot an 
Vitaminen, Kohl enhydra ten usw. ) angewiesen, wie es in dieser Form 
5 nur von lebenden Pf lanzenzellen bereitgestellt werden kann. Der 
Fachmann iinterscheidet parasitare Pilze in nekrotrophe, hemibior 
trophe Tind biotrophe. Bei nekrotrophen pilzlichen Parasiten fuhrt 
die Infektion zur Gewebezerstoriing \ind damit zum Tod der Pflanze. 
Diese Pilze sind meist nur fakultativ parasitar; sie koimen sich 
10 ebenso gut saprophytisch in totem oder absterbendem Pflanzen- 
material vermehren. 

Biotrophe pilzliche Parasiten sind dadurch charakterisiert , 
dass Parasit und Wirt, zimindest liber langere Zeitraume hinweg, 
15 zusammenleben. Der Pilz entniirimt dem Wirt Nahrstoffe, totet 

ihn jedoch nicht ab. Die meisten biotrophen Pilze sind obligate 
Parasiten. Hemibiotrophe Pilze leben zeitweise biotroph und toten 
den Wirt zu einem spateren Zeitpunkt ab, d.h. sie wechseln in 
eine nekrotrophe Phase. 

20 

Einer weitere groEe Gruppe biotropher pflanzlicher Pathogene 
von enormer agro-okonomischer Bedeutung stellen Nematoden dar. 
Pf lanzenpathogene Nematoden entnehmen ihre Nahr\ing aus den 
MuSeren pflanzlichen Gewebeabschnitten (Ektoparasiten) oder nach 

25 dem Eindringen in die Pflanze aus tiefer liegenden Zellschichten 
(Endoparasiten) . Bei den endoparasitaren Wurzelnematoden unter- 
scheidet man nach ihrer Lebens- und Ernahrxingsweisen zwischen 
zwei Gruppen: -Zystenbildende Nematoden (Heterodera- und Globo- 
dera-Arten) und Wxirzelgallennematoden (Meloidogyne-Arten) . Bei 

3p beiden Gruppen handelt es sich um obligate biotrophe Parasiten, 
die in den Wurzeln die Bildung spezieller Nahrzellen induzieren. 
Bei diesen NShrzellen handelt es sich um Pf lanzenzellen, deren 
Stoffwechsel von den Nematoden so ver&idert wurde, dass sie ge- 
zielt der Ernahrung der sich entwickelten Nematoden dienen. Endo- 

35 parasitare Wurzelnematoden sind in ihrer Entwicklung von diesen 
Nahrzellen absolut abhSngig (zur Ubersicht siehe Sijmons et al. 
(1994) Ann. Rev. Phytopathol. 32.: 235-259). Zystenbildende 
Nematoden (Heterodera- und Globodera-Arten) verbleiben an der 
Parasitierungsstelle in der Wurzel (sessile Endoparasiten) 

40 wandeln die sie umgebenden Zellen durch Protoplastenf usion bei 
teilweiser Zellwandauf losung in Syncytien um. Diesen Nahrzellen, 
die im Zentralzylinder der Wurzel gebildet werden, entnehmen 
die Nematoden ihre Nahriong und schwellen dabei stark an. Wurzel- 
gallennematoden (Meloidogyne-Arten) verbleiben ebenfalls an der 

45 einmal gewahlten Parasitierungsstelle und veranlassen die Bildung 
von Nahrzellen, welche aber, anders als bei den Zystenbildenden 
Nematoden aus mehreren, durch synchrone Kernteilungen ohne Zell- 
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wandbildxmg sich entwickelnden vielkernigen Riesenz.ellen bestehen 
(Fenoll and Del Campo (1998) Physiol. Mol . Biol, Plants 4:9-18). 
Die Bildung der Nahrzellensysteme wird durch die Signalmolekule 
im Speichel der Nematoden induziert. Es ist bekannt, dass wahrend 
5 dieser Dif f erenzierungsprozesse eine Reihe von Pf lanzengenen 

ihx Expressionsprof il stark verandern. In der Literatur sind Pro- 
motoren beschrieben, die speziell in Nahrzellsystem (Syncytien) 
induziert werden. Beispielhaft seien zu nennen der AO. 3 TobRB7 
Promotor aus Tabak (Opperman et al. (1994) Science 263:221-223, 
10 der Lenfflii9 Promotor aus Tomate {Ecobar et al. (1999) Mol Plant 
Microbe Interact 12: 440-449), sowie Gemini virus V-sense Pro- 
motoren (WO 00/01832). 

WO 94/10320 beschreibt DNA Konstrukte zur Expression von Genen, 
15 die als Inhibitoren endogener Pflanzengene wirken (z.B. ATP 

Synthase, Cytochrom C, Pyruvatkinase) , iinter der Kontrolle von 
Nematoden- induzierter . Promotoren in den- Syncytien. 

Trotz einiger Fortscbritte in manchen Bereichen der Pf lanzen- 
20 biotechnologie, sind die Erfolge beim Erzielen einer Pathogen- 
resistenz in Pflanzen sehr begrenzt und bislang nur gegen Viren 
hinreichend belegt. Insbesondere Ernteverluste infolge von Pilz- 
und Nematodenbef all stellen ein ernstzunehmendes Problem dar und 
erfordern nach wie vor den intensiven Einsatz von Fimgiziden und 
25 Nematoziden. Dennoch sind die damit zusammenhSngenden Probleme 
nur unzureichend in den Griff zu bekommen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, neue Ver- 
fahren zur Pathogenabwehr in Pflanzen bereitzustellen, die eine 
30 effiziente Abwehr eines moglichst breiten Spektrums von Patho- 
genen, bevorzugt von -Pilzen und Nematoden, in moglichst vielen 
verschiedenen Pf lanzenarten, bevorzugt den in der Landwirtschaf t 
verwendeten Kulturpf lanzen bewirken. Diese Aufgabe wird durch das 
erf indungsgemaEe Verfahren gelost. 


35 


40 


Ein erster Gegenstand der Erfindung umfasst ein Verfahren zur 
Erzeugung oder Erhohung der Resistenz gegen mindestens ein 
Pathogen in pflanzlichen Organismen, wobei nachfolgende Arbeits- 
schritte umfasst sind 

a) transgene Expression eines Proteins mit Saccharoseisomerase 
Aktivitat in einem pflanzlichen Organismus oder einem Gewebe, 
Organ, Teil oder Zelle desselben, und 


45 
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b) Auswalal der pf lanzlichen Organismen, bei denen.-- im Unter- 

schied oder Vergleich 2ur Ausgangsorganismus - die Resistenz 
gegen mindestens ein Pathogen besteht. oder erhoht ist. 

5 Das erf indimgsgemafie Verfahren kann im Prinzip auf alle pflanz- 
liclien Organismen angewendet werden, die .Saccharose produzieren. 
Dazu zahlen alle hoheren Pflanzen. Es wurde uberraschender Weise 
•beobachtet, dass auf Kartof f elscheiben transgener Kartoffel- 
pflanzen, in deren Knollen aufgrund transgener Expression einer 
10 Saccharoseisomerase Saccharose in Palatinose umgewandelt wird, 
das Wachstum des Pilzes Alternaria signifikant gehemmt ist. 

Ferner kann beobachtet werden, dass die transgene Expression der 
Saccharoseisomerase auch eine Resistenz gegen Nematoden bewirkt. 
15 Insbesondere eine durch endoparasitaren Wurzelnematoden hervorge- 
rufene Syncitien-spezif ische Expression der Saccharoseisomerase- 
seqiienz bewirkt eine deutliche Reduktion das Nematodenbef alls . 

Da zahlreiche Pathogene, insbesondere Pilze und Nematoden, Pala- 
20 tinose nicht verstof fwechseln konnen, ist eine Uberwindung der 
Resistenz durch einfache Mutation in den Pathogenen kaum moglich, 
da hierfur die Gewinnung einer neuen Enzymaktivitat erforderlich 
ware. 

25 ''Protein mit Saccharoseisomerase Aktivitat" meint im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung ein Protein, das als ''wesentliche 
Eigenschaft" die Isomerisierung von Saccharose zu anderen 
Disacchariden katalysiert, wobei die al->P2-glykosidische Bindung 
zwischen Glukose und Fruktose in der Saccharose in eine. andere 

30 glykosidische Bindung zwischen zwei Monosaccharideinheiten uber- 
fuhrt wird, insbesondere in eine al->a6 -Bindung und/oder einer 
al->al -Bindung . 


35 Analyse der resultierenden Kohlenhydrate (z.B. Palatinose- 
gehalt) in der dem Fachmann gelaufigen Weise beispielsweise 
durch Analyse ethanolischer Extrakte entsprechenden biologischen 
Materials (z.B. Material einer transgenen Pflanze oder eines 
Mikroorganismus) gemessen werden. Besagte Extrakte konnen z.B. 

40 durch HPLC analysiert und die Zucker anhand der entsprechenden 
Standards identif iziert werden. Ein Verfahren zur Analyse ist 
z.B. in WO 01/59136 beschrieben. So werden zum Nachweis von 
Saccharoseisomerase-Aktivitat in Pf lanzenextrakten Blattscheiben 
mit einem Durchmesser von ca. 0, 8 cm fiir 2 h bei 70**C mit 100 \xl 

45 80 % Ethanol und 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,5) extrahiert. Fur die 
Analyse eines Aliquots dieser Extrakte kann ein HPLC-System z.B. 
der Firma Dionex verwendet werden, welches mit einer PA-1 (4 x 


Eine Saccharoseisomerase-Aktivitat kann indirekt uber die 
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250 mm) -Saule iind einen gepulsten elektrocl:iemisclien--.Detektor aus- 
gestattet werden kaim. Vor der Injektion koniieri die Proben fur 
2 Minuten bei 13.000 rpm abzentrif ugiert werden. Die Zucker 
konnen anschlieSend mit einem 10 miniitigen Gradienten von 0 bis 1 
5 M Natritmiacetat nach 4 Minuten bei 150 mM NaOH und einer Durch- 
flussrate von 1 ml/min eluiert werden. Zur Identif izierung und 
Quantif iziening der Zucker konnen die entsprechenden Standards 
der Firma Sigma verwendet werden. 

10 Besonders bevorzugt wird unter einem Protein mit Saccharose- 
isomerase Aktivitat ein Protein verstanden, das als wesentliche 
Eigenschaft zur Isomerisierung von Saccharose zu Palatinose 
und/ Oder Trehalulose befahigt ist. Dabei betragt der Anteil von 
Palatinose und Trehalulose an den gesamten Disacchariden, die 

15 durch Isomerisierung von Saccharose gebildet werden mindestens 
2 %, bevorzugt laindestens 20 %, besonders bevorzugt mindestens 
50 % Tmd am meisten bevorzugt mindestens 60 %. 

Die Nukleinsauresec[uenz kodierend fur ein Protein mit Saccharose- 
20 isomerase— Aktivitat , kann aus natiirlichen Quellen isoliert oder 
nach herkommlichen Verfahren synthetisiert werden. 

Beispiele fiir Organismen, deren Zellen Proteine mit Saccharose- 
isomerase— Aktivitat sowie die dafur kodierende Nukleinsaure- 
25 seguenzen enthalten, sind insbesondere Mikroorganismen der 
. Gattungen Protaminobacter , Erwinia, Serratia, Leuconostoc , 
Pseudomonas, Agrobacterium, Klebsiella und Enterobacter . Ins- 
besondere sind hier folgende Beispiele fiir solche Mikroorganismen 
zu nennen: 

30 Protaminobacter rubrum (CBS 547, 77) , Erwinia rhapontici (NCPPB 
1578), Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia marcescens 
(NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides NKFLL B-52 If (ATCC 1083 
Oa) . Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (FERM 11808 bzw. PERM BP 
3619), Agrobacteri\am radiobacter MX-232 (FERM 12397 bzw. FERM BP 

35 3620)/ Klebsiella subspezies \ind Enterobacter spezies. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form xmafasst die Nukleinsaure- 
sesequenz kodierend fiir ein Protein mit einer Saccharose- 
isomerase-Aktivitat, Nukleinsauresequenzen, die fur Proteine 
40 mit Saccharoseisomerase-Aktivitat kodieren, wobei die Nuklein- 
sauren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 


i) 

45 


Nukleinsauresequenzen kodierend ein Protein gemafi 
SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 oder 36 und 
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il) Nukleinsauresecjuenzen kodierend ein funktionelles 
Aqxiivalent ;zu einem Protein gemaS SEQ ID NO: 2, 6, 
8, 10, 12, 14, 16, 18 Oder .36 und 

S iii) Nukleinsaureseguensen kodierend ftir fxanktionell aquivalente 
Fragmente .zu einem Protein gema£ i) und ii) . 

Weitere Nukleinsauresequenzen, die fiir Proteine mit Saccharose- 
isomerase-Aktivitat kodieren, sind im Stand der Technik bekannt 

10 und stelien dem Fachmann somit fiir den Transfer auf Pf lanzenzellen 
2ur yerfiigung. So sind 2,B. Sequenzen aus Protaminobacter rubrum, 
Erwinia rhapontici, Enterobacter species SZ 62 und Pseudomonas 
mesoacidophila MX-45 in WO 95/20047 beschrieben. Auf die 
Of f enbarung dieser Patentanmeldung wird hiermit ausdrucklich 

15 Bezug genommen, sowohl hinsichtlich der offenbarten Seguenzen 
selbst, als auch im Hinblick auf die Auffindung und Charakteri- 
sierung dieser und weiterer Saccharoseisomerase kodierender 
Seguenzen aus anderen Quellen. 

20 Weitere fiir Saccharoseisomerasen kodierende DNA-Sequenzen kajin 
. der Fachmann u.a. den Gendatenbanken unter Verwendung geeigneter 
Suchprofile und Computerprogramme fiir das Durchmustern nach homo- 
logen Seguenzen bzw. fiir Sequenzvergleiche entnehmen. Dariiber 
hinaus kann der Fachmann weitere Saccharoseisomerase kodierende 

25 Nukleinsaureseguenzen aus anderen Organismen mittels herkomm- 
licher molekularbiologischer Techniken selbst auffinden und. 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung einsetzen. So kann der 
Fachmann z.B. geeignete Hybridisierungssonden von den bekannten 
Saccharoseisomerase-Sequenzen ableiten und fiir das Durchmustern 

30 von cDNA-und/oder genomischen Banken des jeweils gewiinschten 
Organismus, aus dem ein neues Saccharoseisomerase-Gen isoliert 
werden soil, einsetzen. Hierbei kann der Fachmann auf gelaufige 
Hybridisierungs-. Klonierungs- \md Sequenzierungsmethoden zuxiick- 
greifen (siehe z.B. Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: 

35 A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York). Ebenso ist der Fachmann 
in der Lage, anhand bekaruiter Saccharoseisomerase-DNA-Seguenzen 
geeignete - gegebenenf alls degenerierte - Oligonukleotide als 
Primer fiir Kloniemngen neuer Gene mittels PCR zu synthetisieren 

40 iind erfolgreich einzusetzen. 

Proteine mit iSaccharoseisomerase Aktivitat sowie die dafiir 
kodierenden Nukleinsaureseguenzen kann der Fachmann in der ihm 
gelaufigen Weise unschwer aus solchen Organismen isolieren, in 
45 denen solche Aktivitaten detektiert wurden. Entsprechende Ver- 
fahren sind beschrieben (z.B, DE 44 14 185). So kann z.B. durch 
partiellen Verdau von genomischer DNA eines solchen Organismus 
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(bevorzugt eines Mikroorganismus). .\ind Einbringen der erlialtenen 
Fragmente in geeignete E . coli-Vektoren und Trans format ion eine 
Genbank gewonnen warden, deren Klone genomisciie Abschnitte 
zwischen 2 und 15 kb des Spenderorganismus enthalten.. Aus E.coli- 
5 Zellen, die diese Plasmide tragen, werden durch Plattierung auf 
McConkey-Palatinosemediuin solclie ausgewahlt., die eine Rotfarbiing 
der -Kolonie aufweisen. Die in diesen Zellen enthaltene Plasmid- 
DNA wird in eine E. coli-Mutante .tiberfuhrt, die auf Galactose 
als einziger C-Quelle nicht wachsen kann (z.B. ED 8654, Sambrook 

10 et al., supra, Seiten A9~A13). Diese trans formierte Zelllinie 
. ist zur Identif ikation von Palatinoseproduzenten in der wie 
oben beschrieben hergestellten Genbank aus DNA des Spender- 
organismus in der Lage. Zur Identif ikation der gesuchten 
Palatinose-bildenden- Klone werden die Zellen der Genkbank 

15 auf Minimal-Sal zmedi en mit Galactose und Sacchaxose vereinzelt 
und angezogen. Nach Replika-Stempeln der Kolonien auf Flatten 
mit dem gleichen Medium werden die Zellen durcb Bedampfung mit 
Toluol abgetotet. Anschliei^end werden Zellen des Screeningstamms 
als Rasen dLn Minimalsalz-Weichagar ohne C-Quellenzusatz uber 

20 die Kolonien der Genbank ausgebracht und bebriitet . Es entsteht 
signif ikantes • Wachstum der Zellen des Screeningstamms nur am 
Ort von Zellen der Genbank, die Palatinose produziert haben. 
Bei Priifung der Zellen der Replikakontrolle ergibt sich der 
Gehalt an Isomerase. Diese so identif iziert en E.coli-Klone sind 

25 auf Palatinose als einziger C-Quelle im Medium nicht wachstvims- 
fahig, zeigen im Test der ganzen Zellen oder in Zellextrakten * 
keine Fahigkeit zur Spaltung von Saccharose, bilden aber xinter 
diesen Bedingungen und ohne Zusatz von Saccharose zum Medium bei 
der Anzucht Palatinose. 

30 

Altemativ konnen Isomerase-Klone auch unter Verwendung eines 
PGR- Fragments identif iziert werden. Verwendet man Plasmid- 
DNA den so identif izierten E^ coli-Klonen als Sonden zur 
Hybridisierung an Filtern mit immobilisierter DNA aus dem 
35 Spenderorganismus, lassen sich die Genbereiche, die Isomerase- 
gene tragen, nachweisen \ind gezielt verfiigbar machen. 

Funktionelle Aquivalente der im Rahmen dieser Erf indung of fen- 
barten Proteine mit Saccharoseisomerase-Aktivitat umfassen 

40 bevorzugt solche aus anderen Organismen, beispielsweise aus 
Mikroorganismen, deren genomische Sequenz ganz oder teilweise 
bekannt ist, wie beispielsweise aus Mikroorganismen der Gattungen 
Protaminobacter , Erwinia, Serratia, Leuconostoc, Pseudomonas , 
Agrobacterixam, Klebsiella und Enterobacter . Diese konnen z.B. 

45 durch Dater±)anksuche in Sequenz datenbanken wie GenBank oder 
Durchmustem von Gen- oder cDNA-Banken - z.B. unter Verwendung 
der Sequenz gemaS SEQ ID NO: 1 oder eines Teils derselben als 
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-Suchsecjuenz bzw. Sonde - auf gefunden werden. Mutatipnen 
ijmfassen Subs ti tut ionen, Additionen, Deletionen, Inversion 
Oder Insertionen eines oder mehrerer Aminosaurereste . 

'5 .So kann der Fachmann, falls erwiinscht, zusatzlich mittels 
Routinetechniken, verscliiedenartige Mutationen in die die 
Saccharoseisomerase kodierende DNA-Seguenz einfuhren, wodurch 
es zur Synthese von Proteinen mit eventuell veranderten bio- 
logischen Eigenschaf ten kommt. So ist es z.B. moglich, gezielt 

10 Enzyme herzustellen, die durch Addition entsprechender Signal - 
sequenzen in bestimmten Kompartimenten der Pf lanzenzelle 
lokalisiert sind. Derartige Sequenzen sind in der Literatur 
beschrieben und dem Fachmann bekannt (siehe z.B. Braun et al . 
(1992) EMBO J 11:3219-3227; Wolter F et al. (1988) Proc Natl Acad 

15 Sci USA 85:846-850; Sonnewald U et al. (1991) Plant J 1:95-106). 

Weiterhin ist auch die Einfuhrung von Punktmutat ionen an 
Positionen denkbar, bei denen eine Veranderung der Aminosaure- 
sequenz einen Einfluss beispielsweise auf die Enzymaktivitat 

20 Oder die Regulierung des Enzyms hat. Auf diese Weise konnen z.B. 
Mutanten hergestellt werden, die nicht mehr den normalerweise in 
der Zelle herrschenden Regulationsmechanismen uber allosterische 
Regulation oder kovalente Modif izierung unterliegen. Des weiteren 
k5nnen Mutanten hergestellt werden, die eine veranderte Substrat- 

25 Oder Produktspezif itat aufweisen. Weiterhin konnen Mutanten her- 
gestellt werden, die ein verandertes Aktivitats-, Temperatur- 
und/oder pH-Profil aufweisen. 

Die Degeneration des genetischen Codes bietet dem Fachmann u.a, 
30 die Moglichkeit, die Nukleotidsequenz der DNA-Sequenz an die 
Codonpraf erenz ("codon usage") der Zielpflanze, also der auf- 
grund der Expression der Saccharoseisomerase— NukleinsSuresequenz 
pathogehresistenten Pflanze bzw. Pf lanzenzelle, ^anzupassen und 
die Expression dadurch zu optimieren. 


Fiir die gentechnische* Manipulation in prokaryontischen Zellen 
konnen die erf indungsgemafien rekombinanten Nukleinsauremolekule 
Oder Telle davon in Plasmide eingebracht werden, die eine Muta- 
genese oder eine Sequenzveranderung durch Rekombination von DNA- 

40 Sequenzen erlauben. Mit Hilfe von Standardverf ahren (siehe z.B. 
Sambrook et al. (1989), vide supra) kSnnen Basenaustausche vor- 
genommen oder naturliche oder synthetische Sequenzen hinzugef tigt . 
werden. Fiir die Verbindung der DNA-Fragmente untereinander konnen 
an die Fragmente - wo erforderlich - Adapter oder Linker angefxigt 

45 werden. Femer k6nnen mittels enzymatischer und anderer Mani- 
pulationen passende Restriktionsschnittstellen zur Verfugung 
gestellt oder uberfliissige DNA oder Restriktionsschnittstellen 


35 
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•entfemt werden. Wo Insertionen, Deletionen oder Sui>stitutionen 
in Frage koimnen, konnen in vitro-Mutagenese, '^'primer repair", 
Restriktion oder Ligation verwendet werden. Als Analysemethoden 
werden im allgemeinen Seqiienzanalyse, Restriktionsanalyse und 
5 weitere biochemisch-molekularbiologische Methoden dxirchgef iihrt . 

Bevorzugt haben besagte f unktionelle Aguivalente eine Homologie 
von mindestens 40 %, besonders bevorzugt mindestens 50 %, 
besonders bevorzugt mindestens 70 %, am meisten bevorzugt 

10 mindestens 90 % zu einer der Polypeptidsequenzen mit der 

SEQ ID. NO: 2, 4/ 6, 8 , 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36. Dabei 
erstreckt sich die Homologie iiber mindestens 3 0 Aminosauren, be- 
vorzugt mindestens 60 Aminosauren besonders bevorzugt mindestens 
90 Aminosaairen, am meisten bevorzugt liber die gesamte Lange eines 

15 der Polypeptide gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 
20, 22 Oder 36 . 

Unter Homologie zwischen zwei Polypeptiden wird die Identitat 
der Aminosaureseguenz Ober die jeweilige SequenzlSnge ver- 
20 standen, die durch Vergleich mit Hilfe des Programmalgorithmus 
GAP (Wisconsin Package Version 10,0, University of Wisconsin, 
Genetics Computer Group (GCG) , Madison > USA) unter Einstellung 
folgender Parameter berechnet wird: 

25 Gap Weight: 8 Length Weight: 2 

Average Match: 2,912 " Average Mismatch: -2 , 003 

Beispielhaft wird xmter einer Secguenz, die eine Homologie von 
30 mindestens 80 % auf Proteinbasis mit der Sequenz SEQ ID NO: 2 
aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem Vergleich mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 2 nach obigem Programmalgorithmus mit 
obigem Parametersatz eine Homologie von mindestens 80 % aufweist. 

35 Funktionelle Aquivalente xamfasst auch solche Proteine, die 

dxirch Nukleinsauresequenzen kodiert werden, die eine Homologie 
von mindestens 40 %, besonders bevorzugt mindestens 50 %, beson- 
ders bevorzugt mindestens 70 %, am meisten bevorzugt mindestens 
90 % zu einer der Nukleinsauresequenzen mit der SEQ ID NO: 1, 3, 

40 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35 haben. Dabei erstreckt 
sich die Homologie iiber mindestens 100 Basen, bevorzugt minde- 
stens 200 Basen besonders bevorzugt mindestens 300 Basen, am mei- 
sten bevorzugt liber die gesamte Lange einer der Sequenzen. gemaS 
SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35. 
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Unter Homologie zwischen ,zwei Nukleinsauresequenzen- wird die 
Identitat der beiden Nukleinsauresequenzen liber die jeweilige 
Sequenzlange verstanden, die durch Vergleich mit Hilfe des 
Prograinmalgoritlimus GAP (Wisconsin Package Version 10.0, 
5 University of Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG) , Madison," 
USA; Altschul et al . (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389ff) xinter 
Einstellxmg folgender Parameter berechnet wird: 

Gap Weight: 50 Length Weight: 3 

10 

Average Match: 10 Average Mismatch: 0 

Beispielhaft wird unter einer Sequenz, die eine Homologie 
von mindestens 80 % auf Nukleinsaurebasis mit der Sequenz 
15 SEQ ID NO: 1 aufweist, eine Sequenz verstanden, die bei einem 
Vergleich mit der Sequenz SEQ ID NO: 1 nach obigem Programm- 
algorithmus mit obigem Parametersatz eine Homologie von min- 
destens 80 % aufweist. 

20 Funktionelle Aquivalente umfasst auch solche Proteine, die 

durch Nukleinsauresequenzen kodiert werden, die unter Standard- 
bedingungen mit einer der durch SEQ ID NO: 1, 3, 5, 1, 9, 11, 
13, 15, 11, 19/ 21 Oder 35 beschriebenen Nukleinsauresequenz , der 
zu dieser komplementaren Nukleinsauresequenz oder Teilen der vor- 

25 genannten hybridisieren und die wesentlichen Eigenschaf ten einer 
Saacharoseisomerase aufweisen. 

"'Standardhybridisierungsbedingimgen" ist breit zu verstehen unjd 
meint stringente als auch weniger stringente Hybridisierungs- 

30 bedingungen. Solche Hybridisierimgsbedingungen sind unter anderem 
bei Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T et al., in Molecular 
Cloning (A Laboratory Manual), 2. Auflage, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989, Seiten 9.31-9.57) oder in Current Pro- 
tocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 

35 6,3-1-6.3.6.) beschrieben. 

Beispielhaft konnen die Bedingungen wahrend des Waschschrittes 
ausgewahlt sein aus dem Bereich von Bedingungen begrenzt von 
solchen mit geringer Stringenz (mit ungefahr 2X SSC bei SO'^'C) und 

40 solchen mit hoher Stringenz (mit \mgefahr 0,2X SSC bei 50°C bevor- 
zugt bei SS'^C) (20X SSC: 0,3 M Natriumcitrat , 3 M NaCl, pH 7,0). 
Dar\iber hinaus kann die Temperatur wahrend des Waschschrittes von 
niedrig stringenten Bedingimgen bei Ra\imtemperatur , ungefahr 22'^C, 
bis zu starker stringenten Bedingungen bei ungefahr 65°C angehoben 

45 werden. Beide Parameter, Salzkonzentration und Temperatur, konnen 
gleichzeitig variiert werden, auch kann einer der beiden Para- 
meter konstant gehalten \ind nur der andere variiert werden. 
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'.Wahrend der Hybridisiermg konnen auch denaturierend® Agenzien 
:wie zum Beispiel Formamid oder SDS eingesetzt werden. In Gegen- 
wart von 50 % Formamid • wird die Hybrid! sierung bevorzugt bei 42°C 
•ausgef uhr.t - Einige beispielhaf te Bedingungen fur Hybridisierung 
'5 \xmd Waschschritt sind infolge gegeben: 

Hybridisierungbedingungen z\xai Beispiel aus nachf olgenden 
Bedingungen ausgewahlt sein: 

a) 4X SSC bei eS^'C, 

b) 6X SSC bei 45^*0, . ' 

c) 6X SSC, 100 flg/nil denaturierter , f ragmentierte Fisch- 
sperma-DNA bei 68*"^ 

f ) 50 % Formaxciid, 4X SSC bei 42"*^ 

h) 2X Oder 4X SSC bei SO^C (schwach stringente Bedingung) , 

i) 30 bis 40 % Formamid, 2X oder 4X SSC bei 42**C (schwach 
stringente Bedingung) . 

Waschschritte konnen zxjm Beispiel aus nachf olgenden 
Bedingungen ausgewahlt sein: 

a) 0,015 M NaCl/0v0015 M Natriumcitrat/0 , 1 % SDS bei 50°C. 

b) 0,1X SSC bei SS^'C. 

c) 0,1X SSC, 0,5 % SDS bei SS'^C. 

d) 0,1X SSC, 0,5 % SDS, 50 % Formamid bei 42°C- 

e) 0,2X SSC, 0,1 % SDS bei 42°C. 

f ) 2X SSC bei 65^C (schwach stringente Bedingung) . 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form umfasst die Nukleinsaure- 
30 sesequenz kodierend fiir ein Protein mit einer Saccharose- 

isomerase-Aktivitat , Nukleinsaureseguenzen, die fiir Proteine 
- mit Saccharoseisomerase-Aktivitat kodierend, wobei die Nuklein- 

sauren ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus 

35 a) Nukleinsauresequenzen kodierend eine Aminosauresequenz gem^fi 
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36, 
und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fur Proteine mit einer Homo- 
40 logie von mindestens 40 % zu der Sequenz gemaE SEQ ID NO: 2, 

4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 36 aufweisen, und 

*c) N-ukleinsauresequenzen gemaS SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 
15, 17, 19, 21 Oder 35, und 

45 
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d) Nukleinsauresequenzen, die zu einer Nukleirisauresesequenz von 
c) degeneriert ist, und 

e) Nukleinsauresequenzen, die eine Homologie von mindestens 40 % 
5 . zu einer Nukleinsaureseguenz gemafi SEQ ID No:: 1., 3, 5, 7, 9, 

11, 13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 aufweisen, iind 

f ) Nukleinsauresequenzen, die mit einem komplementaren Strang 
der Nukleinsauresequenz gemaS SEQ ID No; 1, 3., 5, 7, 9, 11, 

10 13, 15, 17, 19, 21 Oder 35 hybridisieren, 

sowie funktionell aquivalenten Fragmenten der vorgenannten . 

Funktionell aquivalente Fragmente meint in Bezug auf ein Protein 
15 mit Saccharoseisomerase-Aktivitat bzw. eine Nukleinsauresequenz 
kodierend fiir eine solche, all solche Polypeptide bzw. fiir diese 
kodierenden Nukleinsauresesequenz , die gegenuber ihrer Ausgangs- 
sequenz eine Verkarzung am 5'- xmd/oder 3'-Ende und/oder eine 
Oder mehrere Deletionen aufweisen, aber nach wie vor tiber eine 
20 Saccharoseisomerase-Aktivitat verfiigen, bzw. fur ein Protein 
mit derselben kodieren. Hierbei ist zum einen die Erzeugung 
von Deletionsmutanten moglich, bei denen durch f ortschreitende 
Deletion vom 5'- oder vom 3'-Ende der kodierenden DNA-Sequenz 
die Synthese entsprechend verkurzter Proteine erreicht werden 
25 kann. 


Wie oben erwShnt, konnen die kodierenden Sequenzen fur Saccha- 
roseisomerasen auch durch Signal sequenzen erganzt sein, die fur 
den Transport des Genprodukts, also vorliegend des Proteins mit 
30 Saccharoseisomerase-Aktivitat, zu einem bestimmten Kompartiment 
s or gen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung sorgen Signal- 
sequenzen dafiir, dass die ,Saccharoseisomerase in die Zellwand 

35 bzw. den Apoplasten der trans formier ten Pf lanzenzellen trans- 

portiert wird, d.h. die trans formier ten Pflanzen exprimieren eine 
chimare Saccharoseisomerase, die ein Signalpeptid fiir den Trans- 
port in das Endoplasmatische Retikuliom umfasst. Geeignete Signal- 
sequenzen, die die Aufnahme in das Endoplasmatische Retikulum 

40 gewahrleisten, kann der Fachmann der einschlagigen Literatur 

entnehmen. Besonders geeignet ist z.B. die fiir das Signalpeptid 
des Proteinase-Inhibitor II-Gens auis Kartoffel kodierende 
Sequenz (Keil et al. (1996) Nucl Acids Res 14:5641-5650; Gen- 
bank Accession No. X04118) . Andere geeignete Signalsequenzen 

45 sorgen z.B. fiir die Aufnahme der Saccharoseisomerase in die 

Vakuole. Hier ist als Beispiel das Signalpeptid des Patatin-Gens 
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aus Kartoffel (Sonnewald U et al, (1991) Plant J l(i):95-106) zu 
nennen . 

"Pathogenresistenz" meint das Vermindem oder Abschwachen von 
5 KrcLnklieitssymptomen einer Pf lanze infolge eines Befalls durch 

ein Pathogen. Die Syitiptome konnen vielfaltiger Art sein, umfassen 
aber bevorzugt solche die direkt oder indirekt zu einer Beein- 
trachtigiing der Qualitat der Pf lanze, der Quantitat des Ertrages, 
der Eignung zur Veirwendung als Putter- oder. Nahrungsmittel 
10 fiihren oder aber auch Aussaat, Anbau, Ernte oder Prozessierung 
des Emtegutes erschweren. 

''Verleihen" , '^bestehen'' , ^'erzeugen*^ oder "'erhohen" einer Patho- 
genresistenz meint, dass die Abwehrmechanismen einer bestiininten 

15 Pflanzenart oder -sorte durch Anwendxing des erf indungsgeitiaSen' 
Verfahrens im Vergleich zu dem Wildtyp der Pf lanze ("Ausgangs- 
pf lanze") , . auf den das erf indungsgeitia£e Verfahren nicht ange- 
wendet wurde, unter ansonsten gleichen Bedingrxingen {wie bei- 
spielsweise Klima- oder Anbaubedingiingen, Pathogenart etc.) eine 

'20 erhohte Resistenz gegen ein oder mehrere Pathogene aufweist. 
. Dabei auSert sich die erhohte Resistenz bevorzugt in einer ver- 
minderten Auspragung der Krankheitssymptome, wobei Krankheits- 
symptome - neben den oben erwahnten Beeintrachtigungen - auch 
beispielsweise die Penetrationsef f izienz eines Pathogens in die 

25- Pf lanze oder pflanzliche Zellen oder die Proliferationseff izienz 
in Oder auf denselben uiafasst. Dabei sind die Krankheitssymptome 
bevorzugt um mindestens 10 % oder mindestens 20 %, besonders 
bevorzugt urn mindestens 40 % oder 60 %, ganz besonders bevorzugt 
um mindestens 70 % oder 80 %, am meis ten bevorzugt urn mindestens 

30 90 % Oder 95 % vermindert. 

''Auswahl" umfasst in Bezug auf Pflanzen, bei denen - im Unter- 
schied oder Vergleich zur Ausgangspf lanze - die Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen besteht oder erhoht ist, all die Ver- 

35 fahren, die eine zur Erkennung einer vorliegenden oder erhohten 
Pathogenresistenz geeignet sind. Dies konnen Symptome der 
Pathogeninf ektion sein (z.B. Haustorium-Ausbildung bei Pilz- 
infektion) aber auch die oben beschriebenen Symptome umfassen, 
die die Qualitat der Pf lanze, die Quantitat des Ertrages, die 

40 Eignung zur Verwendung als Futter- oder Nahrungsmittel usw. 
betreffen. 

^'Pathogen" meint im Rahmen der Erfindung beispielsweise jedoch 
nicht einschrankend Pilze, pilzahnliche Pathogene (wie beispiels- 
45 weise Chromista; z.B. Oomyceten) sowie tierische Schadlinge wie 
beispielsweise Nematoden. Besonders bevorzugt sind Nematoden 
und Pilze. Es ist jedoch anzunehmen, dass die Expression eines 
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Saccharoseisomerase-Proteins auch eine Resist enz ge^en weitere 
Pathogene bewirkt.. 

Beispielsweise jedoch nicht einschrankend seien nachf olgende 
5 Pathogene zu neiinen: 

1.. Pilzpathogene \md pi Izahnliche Pathogene: 

Pilzpathogene imd pilzahnliche Pathogene (wie z.B. Chromista) 
10 lunfassen biotrophe, hemibiotrophe imd nekrotrophe Pilze und 

stammen vorzugsweise aus der Gruppe umfassend Plasitiodiophora- 
mycota, Oomycota, Ascomycota, Chytridiomyceten, Zygomyceten, 
Basidiomycota und Deuteromyceten (Fungi imperfecti) . Bei- 
spielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in Tabelle 1 
15 und 2 genannten Pathogene und die mit ihnen in Zusammenhang 

gebrachten Erkrankungen zu nennen. 


Tabelle 1: Pflanzliche Pi Iz erkrankungen 


20 


30 


40 


45 


Erkraxikung 

Pathogen 


xruccxma reconoxi^a 

Gelbrost 

XT* a JLX JLQ^JTluJLo 

Echter Mehltau 

Erysiphe graininis 

Spe 1 z enbr aune 

Septoria nodorum 

Blattdtirre 

Septoria tritici 

Ahrenfusariosen 

Fusariuia spp. 

Halmbruchkr ankhe i t 

Pseudocercosporella herpotrichoides 

Flugbrand 

Ustilago spp. . 

Weizensteinbrand 

Tilletia caries 

Schwarzbeinigkeit 

Gaeumarmomyces graininis* 

Anthrocnose leaf blight 
Anthracnose stalk rot 

Colletotrichum graminicola (tele- 
omorph: Glomerella graminicola 
Politis) ; Glomerella tucumanensis 
(anamorph: Glomerella falcatum VJent) 

Aspergillus ear and 
kernel rot 

Aspergillus flaviis 

Banded leaf and sheath 
spot { "Wurzeltater" ) 

Rhizoctonia solani Kuhn = Rhizoctonia 
microsclerotia J. Matz (telomorph.: 
Thanatephorus cucumeris) 

Black bundle disease 

Acremonium strictum W. Gams = 
Cephalosporium acremonium Auct . non 
Corda 

.Black kernel rot 

Lasiodiplodia theobromae = 
Botryodiplodia theobromae 

Borde bianco 

Marasmiellus sp. 
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10 


15 


30 


35 


45 


Earkrankung 

Fat:txogen 

Brovm spot (black spot, 
stalk rot) 

Physoderma maydis 

Cephalosporium kernel 
rot 

Acremonium strictum = Cephalosporium 
acremonium 

Charcoal rot 

Macrophomina phaseolina 

Corticium ear rot 

Thanatephorus cucumeris = 
Corticium sasakii 

Curvularia leaf spot 

Curvularia clavata, C. eragrostidis, = 
C- maculans (teleomorph: Cochliobolus 
eragrostidis) , Curvularia inaequalis, 
C. intermedia (teleomorph: Coch- 
liobolus intermedius) , Curvularia 
lunata (teleomorph: Cochliobolus 
lunatus) , Curvularia pallescens (tele- 
omorph: Cochliobolus pallescens) , 

culata (teleomorph: Cochliobolus 
tuberculatus) 

i-^ioyme j_ xa j_ea.x spou 

jjidyine j,-La Gxj-u.d.±xs 

Diplodia ear rot and 
stalk rot 

Diplodia frumenti (teleomorph: 
Botryosphaeria feistucae) 

Diplodia ear rot, stalk 
rot, seed rot and seed- 
ling blight 

Diplodia maydis = 
Stenocarpella maydis 

Diplodia leaf spot or 
streak 

Stenocarpella macrospora = 
Diplodialeaf macrospora 

Tabelle 2: Falscher Mehltau (Oomyceten) 


Pathogen 

Brown stripe downy 
mildew 

Sclerophthora rayssiae var. zeae 

Crazy top downy mildew 

Scle'rophthora macrospora = 
Sclerospora macrospora 

Green ear downy mi 
Idew (graminicola downy 
mildew) 

Sclerospora graminicola 

Java downy mildew 

Peronosclerospora maydis = 
Sclerospora maydis 

Philippine downy mildew 

Peronosclerospora philippinensis = 
Sclerospora philippinensis 

Sorghum downy mildew 

Peronosclerospora sorghi = 
Sclerospora sorghi 

Spontaneum downy mildew 

Peronosclerospora spontanea = 
Sclerospora spontanea 

Sugarcane downy mildew 

Peronosclerospora sacchari = 
Sclerospora sacchari 
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'£rkraiikung j 

Patiliogezi 

Dry ear rot (cob, ; 
kernel and stalk rot) 

Nigrospora oryzae 
( teleomorph: Khuskia oryzae) 

Ear rots, minor 

Al.ternaria alternata = A. tenuis, 
Aspergillus glaucus, A. niger, 
Aspergillus spp. , Botrytis cinerea , 
(teleomorph: Botryotinia fucke liana ) , 
Cunninghamella sp., ' 
Curvularia pallescens , ' 
Doratomyces stemonitis = 
Cephalotrichum stemonitis, 
Fusarium culmoruni, 
Gonatobotrys simplex, 
Pithomyces maydicus, 
Rhizo'DUS microst>orus Tiecrh . 
R. stolonifer = R. nigricans, 
Scopulariopsis. brumptii 

Ergot (horse ' s tooth) 

Claviceps gigantea 
(anamorph: Sphacelia sp. ) ' 

Eyespot 

Aureobasidium zeae = Kabatie^lla t^^o 

Fusarixim ear and stalk 
rot 

Fusarixm sxibglutinans = 

monilifomne vai^ siibcrl ul* i nanQ 

Fusarixam kernel, root 
and stalk rot, seed rot 

and seedling blight 

Fusarium monilif orme 

(teleomorph: Gibberella fujikuroi) 

Fusarium stalk rot, 
seedling root rot 

Fusarium avenaceum 

Gibberella ear and stalk 
rot 

(Ahren- u. Stengelf aule) 

Gibberella zeae 

Gray ear rot 

Bot3ryosphaeria zeae = Physalospora 
z^t5a.€ \ Anamorpn . nacropnoma zeae) 

Gray leaf spot 
(Cercospora leaf spot) 

Cercospora sorghi = C. sorghi var. 
maydis, C. zeae-maydis 

.Heljcninthosporiiim root 
rot 

Exserohilum pedicellatum = Helmin- 
thoSTDorium "oedicel T st'iim i t*^! faomnvr^Vi • 
Setosphaeria pedicellata) 

Hormodendrum ear rot 
(Cladosporiiam rot) 

Cladosporium cladosporioides = Hormo- 
dendrum cladosporioides, C. herbarum 
(teleomorph: Mycosphaerella tassiana) 

Hyalothyridium leaf spot 

Hyalothyridiuin maydis 

Late wilt 

Cephalosporium maydis 
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Er-krankung 

Pat:liogen 

Leaf spots, minor ^ 

Altemaria altemata., 
Ascochyta maydis. A., tritici, 
A. :2eicola, Bipolaris victoriae = 
Helminthosporium victoriae 
(teleomorph: Cochliobolus victoriae) , 
C. sativus (anamorph: Bipolaris 
sorokiniana = H.. sorokinianiam = 
H, sativum) , Epicoccum nigrvm, 
ExserohilTun prolatvim = Drechslera 
prolata (teleomorph: Setosphaeria 
prolata) 

Graphium penicillioides, 
Leptosphaeria maydis, Leptothyrium 
zeae, Ophiosphaerella herpotricha, 
(anamorph: Scolecosporiella sp.), 
Paraphaeosphaeria michotii, Phoma sp, , 
Sept or ia zeae, S. zeicola, 
S. zeina 

Northern corn leaf 
blight (white blast, 
crown stalk rot., stripe) 

Setosphaeria turcica (anarnorph: 
Exserohilum turcicum = Helmin- 
thosporium ttircicum) 

Northern corn leaf spot 
Helminthospprivim ear rot . 
(race 1) 

Cochliobolus carbonum (anamorph: 
Bipolaris zeicola = Helminthosporium 
carbonum) 

Penicillium ear rot 
(blue eye, blue mold) 

Penicillium spp. , P. chrysogenum, 
P- expansxim, P. oxalicum 

Phaeocytostroma stalk 
rot and root rot 

Phaeocytostroma ambiguum, = Phaeocyto— 
sporella zeae 

Phaeosphaeria leaf spot 

Phaeosphaeria maydis = Sphaerulina 

maydis 

Physalospora ear rot 

( Botiryosphaer ia ear rot ) 

Botryosphaeria festucae = Physalospora 
zeicola (anamorph: Diplodia frumenti) 

Purple leaf sheath 

Hemiparasitic bacteria and fungi 

Pyrenochaeta stalk rpt 
and root rot 

Phoma terrestris = 
Pyrenochaeta terrestris 

Pythixitn root rot 

Pythium spp., P. arrhenomanes 
P. graminicola 

Pythium stalk rot 

Pythium aphani derma tum = . * 
P. butleri L. 

Red kernel disease (ear 
mold, leaf and seed rot) 

Epicoccum nigrum 

Rhizoctonia ear rot 
(sclerotial rot) 

Rhizoctonia zeae (teleomorph: Waitea 

circinata) 

Rhizoctonia root rot and 
stalk rot 

Rhizoctonia solani, Rhizoctonia zeae 
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Ex-krankung 

Pathogen 

Root rots, minor 

Alternaria alternata, Cercospora 
sorghi, Dictochaeta fertilis, Fusarium 
acuminatum (teleomorph: Gibberella 
acuminata) , F. equiseti (teleomorph: 
G. intricans) , F. oxysporum, 

F. pallidoroseum, F. poae, F. roseum, 

G. cyanogena, (anamorph: F, sulphu- 
re\im) , Microdochium bolleyi , Mucor 
sp., Periconia circinata, Phytophthora 
cactorum, P. drechsleri, P. nicotianae 
var. parasitica, Rhizopus arrhizus 

Rostratum leaf spot 
(Helminthosporimn leaf 
disease, ear and stalk 
rot) 

Setosphaeria rostrata, (anamorph: 
Exserohilum rostratxim = He/mint-ho- 
sporium rostratxam) 

Rust, common com 

Puccinia sorghi 

Rust, southern corn 

Puccinia polys or a 

Rust, tropical corn 

Physopella pallescens, P. zeae = 
Angiopsora zeae 

Sclerotium ear rot (sou- 
thern blight) 

Sclerotium rolfsii Sacc. (teleomorph: 
Athelia rolfsii) 

Seed rot-seedling blight 

Bipolaris sorokiniana, B. zeicola = 
Helminthosporium carbonum, Diplodia 
maydis, Exserohilum pedicillatum,* 
Exserohilum turcicum = Helmintho- 
sporium turcicum, Fusarium avenaceum, 
F. culmorum, F. moniliforme, Gibbe- 
rella zeae (anamorph: F. graminearum) , 
Macrophomina phaseolina, Penicillium 
spp., Phomopsis sp. , Pythium spp. , 
Rhizoctonia solani, R. zeae, Sclero- 

L» -L. UXll ^ \J .i- O ^ ^ f -1- ^ CL JL CL jO^f m 



Sheath rot 

GaeumaTunoTnvces 'ori^aiTiinis 

'■''11 1 ' ' '\rl' ' Jr ^« ^?<9 ^ CM tLJU A «P 

Shuck rot 

Myrothecium gramineum 

Silage mold 

Monascus purpureus, M ruber 

Smut , coinmon 

Ustilago zeae = U, maydis 

Smut, false 

Ustilacrinoidea virens 

Smut , head 

Sphacelotheca reiliana = Sporisorium 
holcisorghi 

Southern com leaf 
blight and stalk rot 

Cochliobolus heterostrophus (anamorph: 
Bipolaris maydis = Helminthosporivun 
maydis) 

Southern leaf spot 

Stenocarpella macrospora = Diplodia 
macrospora 
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Erkrankung 

Pathogren 

Stalk rots, minor 

■» 

1 

t 

Cercospora sorghi, Fusarium episphae- 
ria., F. merismoides , F. oxysporum 
Schlechtend, F.. poae, F. roseum, 
F. -solani ( teleomorph:: Nectria haema- 
tococca) / F. tricinctiun, Mariannaea 
elegans/ Mucor sp., Rhopographus zeae, 
Spicaria sp. 

Storage rots 

Aspergillus spp., Penicilliviin spp. and 
other fungi 

Tar spot 

Phyllachora maydis 

Trichodeonna ear rot and 
root rot 

Trichoderma viride = T. lignorum tele- 

White ear rot, root and 
stalk rot 

Stenocarpella maydis = Diplodia zeae 

Yellow leaf blight 

Ascochyta ischaemi, Phyllosticta 
maydis (teleomorph: Mycosphaerella 
zeae-maydis) 

Zonate leaf spot 

Gloeocercospora sorghi 


20 

Besonders bevorzugt sind 

- Plasmodiophoromycota wie Plasmodiophora brassicae (Kohl- 
hernie, clubroot of crucifers) , Spongospora subterranea 

25 (powdery scab of potato tubers), Polymyxa graminis (root: 

disease of cereals and grasses), 

Oomycota wie Bremia lactucae (Falscher Mehltau an 
Salat), Peronospora. (Falscher Mehltau) bei Lowenmaul 

30 (P. antirrhini), Zwiebel (P. destructor) , Spina t (P. ef fusa) , 

Sojabohne (P. manchurica) , Tabak ("blue mold" = Blauschimmel ; 
P. tabacina) Alfalfa und Klee (P. trifolium) , Pseudo- 
peronospora humuli (Falscher Mehltau an Hopfen) , Plasmopara 
(Falscher Mehltau bei Trauben) (P. viticola) und Sonnenblume 

35 (P. halstedii) , Sclerophtohra macrospora (Falscher Mehltau 

bei Cerealien und Grasem) , Pythium (seed rot, seedling 
damping-off, and root rot and all types of plants, z.B. 
Wurzelbrand an Beta-Riibe durch P. debaryanum) , Phytophthora 
infestans (Kraut- und Knollenfaule bei Kartoffel, Braunfaule 

40 bei Tomate etc.). Albugo spec., (white rust on cruciferous 

plants. 

- Ascomycota wie Microdochium nivale (Schneeschimmei an Roggen 
und Weizen) , Fusariimi graminearxxm, Fusarium culmorum (Ahren- 

45 faule v. a. bei Weizen), Fusarium oxysporum (PusariTom-Welke an 

Tomate), Blumeria graminis (Echter Mehltau an Gerste (f.sp. 
hordei) und Weizen (f . sp. tritici) ) , Eirysiphe pisi (Erbsen- 
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mehltau) , Nectria galligena (Obstbaumkrebs) , Ui^icnula necator 
(Echter Mehltau der Weinrebe) , Pseudopeziza tracheiphila 
(Roter Brenner der Weinrebe) , Claviceps purpurea (Mutter- 
-korn an z.B. Roggen und Grasern) , Gaeumannbmyces graminis 
5 (Schwarzbeinigkeit an Weizen, Roggen u. a. Grasem) , Magna- 

porthe grisea (rice blast disease) , Pyrenophora graitiinea 
(Streif enkrankheit an Gerste) , Pyrenophora teres (Netz- 
fleckenkrankheit an Gerste) / Pyrenophora tritici-repentis 
(Blattfleckenkrankheit (Blattdiirre) an Weizen) , Venturia 
10 inaequalis (Apfelschorf ) , Sclerotinia sclerotiuia (WeiS- 

stengeligkeit , Rapskrebs) , Pseudopeziza medicaginis (Klappen- 
schorf an. Luzerne, WeiJS- und Rotklee) . 

- Basidiomyceten wie Typhula incarnata (Typhula-Faule an 
15 Gerste, Roggen, Weizen) , Ustilago maydis (Beulenbrand an 

Mais), Ustilago nuda (Flugbrand an Gerste), Ustilago tritici 
(Flugbrand an Weizen, Dinkel) , Ustilago avenae (Flugbrand- 
an Hafer) , Rhizoctonia solani (WurzeltSter an Kartof feln) , 
Sphacelotheca spp. (head smut of sorghim) , Melampsora lini 

20 (rust of flax) , Puccinia graminis (Schwarzrost an Weizen, 

Gerste, Roggen, Hafer) , Puccinia recondita (Braunrost an 
Weizen) , Puccinia dispersa (Braunrost an Roggen) , Puccinia 
hordei (Braunrost an Gerste) , Puccinia coronata (Kronenrost 
an Hafer) , Puccinia striiformis (Gelbrost an Weizen, Gerste, 

25 Roggen sowie zahlreichen Grasem) , Uromyces appendiculatus 

(Bohnenrost ) Sclerotium rolfsii (root and stem rots of many 
plants) . 

- Deuteromyceten (Fungi imperfecti) wie Septoria nodoruiti 

30 (Spelzenbraune) an Weizen (Septoria tritici), Pseudocerco- 

sporella herpotrichoides (Halmbruchkrankheit an Weizen, 
Gerste, Roggen) , Rynchosporium secalis (Blattfleckenkrankheit 
an Roggen und Gerste) , Alternaria solani (Diirrf leckenkrank- 
heit an Kartof f el, Tomate) , Phoma betae (Wurzelbrand an Beta- 

35 . Rube) , Cercospora beticola (Cercospora-Blattf leckenkrankheit 
an Beta-Riibe) , (Alternaria brassicae (Rapsschwarze an Raps, 
Kohl u.a. Kreuzbliitlem) , Verticillium dahliae (Rapswelke und 
-stengelf aule) , Colletotrichum lindemuthianum (Brennf lecken- 
krankheit an Bohne) , Phoma lingam - Umf allkrankheit (Schwarz- 

40 beinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder Stengelfaule an Raps), 

Botrytis cinerea (Grauschimmel an Weinrebe, Erdbeere, Tomate, 
Hopf en etc . ) . 

Am meisten bevorzugt sind Phytophthora infestans (Kraut- land 
45 Knollenf aule, Braunfaule bei Tomate etc.), Microdochium nivale 
(vormals Fusariim nivale; Schneeschimmel an Roggen und Weizen), 
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum (Ahrenf aule an Weizen) , 
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Fusarium oxysporiim (Fusarium-Welke an Tomate) , Bluiueria graminis 
;(Echter .lyiehltau an Gerste (f . sp. hordei) iind Wei z en (f .sp. tri- 
tici)),, Magnaporthe grisea (rice blast disease), Sclerotinia 
.sclerotium (WeiSstengeligkeit,, Rapskrebs) , Septoria nodorum xmd 
15 Septoria tritici (Spelzeiibra\me an Weizen) ^ Alternaria brassicae 
(I^apsscliwarze an Raps, Kohl u. a. Kreuzblutlem) , Phoma lingam 
(Umf allkrankheit , Schwarzbeinigkeit an Kohl; Wurzelhals- oder 
,Stengelf aule an Raps) . 

10 2. Tierische Schadlinge 

. Bei den im Rahinen dieser Erfindung als zur Bekampfung bevorzugten 
pf lanzenschadigenden Nematoden sind f olgende Gruppen bespielhaft 
— jedoch nicht einschrankend — zu nennen: 

15 

a) Freilebende , wandernde Wurzelnematoden : ( z . B . Pratylenchus , 
Xiphinema und Longidorus-Arten) . 

Wandemden Nematoden sind nicht an eine Parasitierungsstelle ge- 
20 bunden, sondern konnen diese wechseln. Sie konnen von einer Wur- 
zel zux andeiren, von einer Pflanze zur anderen und zura Teil auch 
im Pf lanzengewebe wandern. Lange Zeit hat man ihre Bedeutung als 
Schadlinge unterschatzt : Heute zahlen sie zu den uberaus gefShr- 
lichen pf lanzenschadigenden Nematoden. Viele Wachs turns schSden 
25 (auch sog. "Bodenmiidigkeit" ) und friihzeitiges Vergilben der Kul- 
turpflanzen konnten auf derartige Wurzelschadlinge zuriickgefuhrt 
werden. Vor allem Pratylenchus Arten sind auch im Zierpf lanzenbau 
als Ursache hef tiger Wurzelschaden bekannt. Erkrankte Wurzeln 
sind daran zu erkennen, dass sie stellenweise braime Verfarbungen 
30 aufweisen. In die hervorgeruf enen Wunden dring'en nachtraglich 

auch Faulnisoirganismen ein, die ein rasches Absterben des Gewebes 
und tiefgehende FSulnis an diesen Stellen zur Folge haben. Wirts- 
pflanzen sind unter Mideren: div.. Getreidearten, Erdapfel, Karot- 
ten, Paradeiser, Gurken, Sellerie iind Wein. 

35 

b) Wurzelgallenerzeugende Nematoden (z.B. Meloidogyne- Arten) 

Die Larven dieser Arten bohren sich meist nahe der Spitze in die 
Wurzeln ein und verursachen durch Ausscheidungen ihrer Speichel- 

40 driisen Verdickungen (Gallen) des sie umgebenden Pf lanzengewebes . 
In diesen Gallen uberdauem sie xmd gelangen entweder aktiv oder 
nach Zer-fall der Gallen wieder in den Boden zuriick. Die Storung 
im Stoffwechsel der Pflanze infolge des Schadlingsbef alls macht 
sich in mehr oder weniger kummerlichem Wuchs und allgemeinem 

45 Krankeln der Pflanze bemerkbar. Wurzelgallenalchen zahlen vor al- 
lem in Gewachshausem zu den. groSten Schadlingen, wurden aber 


wo 2004/0055iM PCT/EP2003/007027 

23 

auch im Freiland an Karotten, Sellerie und Petersilie nachgewie- 
sen, 

. c) Nematoden als Schadlinge der Blutenanlagen : (Anguina tritici 

5 

Das Weizenalchen ist ein spezialisierter Paras it der Blutenanlage 
des Weizens, die sie in Gallen iimwandelt. Bereits im Jungstadium 
der Pflanze ist der Nematodenbef all an den Wellungen oder Krause- 
lungen der Blatter zu erkennen. 

XO 

d) Zystenbildende Wurzelnematoden: (Globodera- und Heterodera- 
Arten) 

Das Kartof f elzystenalchen ist der Kartof f elf eind Niimmer 1. Diese 

X5 Art tibertrif ft hinsichtlich ihrer SchSdlichkeit alle anderen He- 
terodera-Arten und kann bei massiven Ausbruch bis zu 80% der 
Emte vernichten. Nach dem Befall mit zystenbildenden Nematoden 
kiSmmert die Pflanze ohne auSerlich erkennbare Ursache . Erst wenn 
man die Wurzeln untersucbt, erkennt man stecknadelkopfgroSe, 

20 braunlich, gelbe oder weiSliche Zysten. Die weiblichen Nematoden 
bohren sich. in die Wiirzel und sprengen durch iliren mit Eiern ge- 
f iillten und dadurch anschwellenden Hinterleib die Wurzel • Der Ne- 
matode steckt mit seinem Mundstachel noch in der Wurzel, wahrend 
der.prall gefiillte Hinterleib im Erdreich liegt. Das Muttertier 

25 stirbt und seine sich verf estigende Haut wird zur Schutziiulle 

(Zyste) fur die Eier \md Larven. Die Zysten samt Inhalt sind sehx 
wiederstandsf ahig und konnen lange Zeit iiberdauem. Bei geeigne- 
ten Umweltbedingxingen bohren sich die Larven ins Freie und befal- 
len neue Wurzeln. Die wichtigsten zystenbildende Nematoden sind 

30 Kartof f el-, Rtiben-, Hafer-, Erbsen-, Klee-/ Kohl-, Hopfen-, Moh- 
renzystenalchen (Untersuchung auf Kartof felzystennematoden siehe 
auch unter: http://www.bfl.at/)' 

Als tierische Schadlinge sind insbesondere Nematoden bevorzugt. 
35 Beispielhaft jedoch nicht einschrankend seien die in Tabelle 3 
genannten Pathogene \md die mit ihnen in Zusammenhang gebrachten 
Erkrankungen zu nennen. 

Tabelle 3: Parasitarfe Nematoden 

40 


45 


Schadxgung 

Pathogene Neniatode 

Awl 

Dolichodorus spp. , D. heterocephalus 

Stengel- oder Stockalchen, 
Rubenkop fa 1 chen 
("Bulb and stem"; Europe) 

Ditylenchus dipsaci 

Burrowing 

Radopholus similis 


wo 20(M/(M>5504 


PCT/EP2003/(M)7027 


24 


10 


Scliadigung 

Pal^liogene Nematode. 

Haf erzystenalchen { "Cyst " ) 

Heterodera avenae, H. zeae, Puncto- 
dera chalcoensis - 

Dagger 

Xiphinema spp., X. americanum, X. 
medi ter r arieum 

False root-knot 

Nacobbus dorsalis 

LaxLce, Columbia 

Hoplolaimus columbus 

Lance 

Hoplolaimus spp. , H. galeatus 

Lesion 

Pratylenchus spp., P. brachyurus , P. 
arena tus, P. hexincisus, P. neglec- 
tus/ P. penetrans, P. scribneri, P. 
thomei , P . zeae 

Needle 

Longidorus spp., L. breviannulatus 

Ring 

Criconemella spp., C. omata 

Wurzelgallenalchen 
("Root-knot") 

Meloidogyne sppl , M. chitwoodi, M. 
incognita, M. javanica 

Spiral 

Helicotylenchus spp . 

Sting 

Belonolaimus spp. , B. longicaudatus 

Stubby— root 

Paratrichodorus spp.. P.. chxistiei, 
P. minor, Quinisulcius acutus, Tri- 
chodorus spp . 

Stunt 

Ty 1 enchorhynchus dubius 


15 


20 


25 


30 
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Ganz besonders bevorzugt sind Globodera rostochiensis \md 
G. pallida (Zystenalchen an Kartoffel, Tomate u.a. Nachtschatten- 
gewachsen) , Heterodera schachtii (Rubenzystenalchen an Zucker- 
xind Futterrube," Raps, Kohl etc.)^ Heterodera avenae (Haf er- 
zystenalchen an Hafer u.a. Getreidearten) , Ditylenchus dipsaci 
(Stengel- oder Stockalchen, Rtibenkopf §.lchen an Roggen, Hafer, 
Mais, Klee, Tabak, Riibe) , Anguina tritici (Weizenalchen, Rade- 
krankheitT an Weizen (Dinkel, Roggen), Meloidogyne hapla (Wurzel- 
gallenalchen an Mohre, Gurke, Salat, Tomate, Kartoffel, Zucker- 
riibe, Luzerne) . 


Bevorzugt wird in den einzelnen Pf lanzenarten eine Resistenz 
gegen nachfolgende beispielhaft genannte Pilzpathogene erzielt: 

40 1- Gerste: Puccinia graminis f.sp. hordei (barley stem rust), 
Blumeria (Erysiphe) ' graminis f.sp. hordei (Barley Powdery 
Mildew) - 


2. Sojabohne: Phytophthora megaspenna f sp.glycinea, Macrophomina 
45 phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, 

Fusarium oxysporum, Diaporthe phaseolorum var. sojae (Phomop- 
sis sojae), Diaporthe phaseolorum var. caulivora, Sclerotium 
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rolfsii, Cercospora kikuchii; Cercospora -sojina., Peronospora 
manshurica, Colletotrichixm dematiiim (CoTletotrichum trunca- 
tum) , Corynespora cassiicola, Septoria glycines, Phyllosticta 
sojicola, Altemaria altemata.^ MicrospTaaera diffussa., 
5 Fusarimn semitectum, Phialophora gregata,, Glomerella glyci- 

nes, Phakopsorapaclayrhizi, Pythiioin aphanidermatum / Pythium 
ultimum, Pytliiiun debaryanvun, Fusariiun solani. 

3. Canola: Albugo Candida, Alternaria brasslcae, Leptosphaeria 
10 maculans, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotioruin, 

* Mycosphaerella brassiccola, Pythiiim ultimum, Peronospora 
parasitica, Fusarium rosetJin, Alternaria alternata. 

4. Alfalfa: Clavibater michiganese subsp. insidiosum, ^Pythioim 
15 ultimum, Pytbimti irregulare, Pythi\im splendens, Pythium 

debaryanxnn , Pythium aphanidermatum, Phytophthora megasperma, 
Peronospora trif olioruiu, Phoma medicaginis var. medicaginis, 
Cercospora medicaginis, Pseudopeziza medicaginis, Lepto- 
trochila medicaginis, Fusarium, Aphanomyces euteiches. Stem- 
20 phylium herbarum, Stemphylium alfalfae. 

5. Weizen: Urocystis agropyri, Altemaria alternata, Clado- 
sporium herbaorum, Fusarium graminearum, Fusarium avenaceum, 
Fusarium culmorum, Ustilago tritici, Ascochyta tritici, 

25 Cephalosporium gramineum, Collotetrichum graminicola, 

Erysiphe graminis f .sp. tritici, Puccinia graminis f .sp. tri- 
tici, Puccinia recondita f .sp. tritici, Puccinia striiformis, 
Pyrenophora tritici-repentis, Septoria nodonmi, Septoria tri- 
tici, Septoria avenae, Pseudocercosporella herpotrichoides , 

30 Rhizoctonia solani, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces . 

graminis var. tritici, Pytbiiom aphanidermatum, Pythium 
arrhenomanes , Pythium ultimum, Bipolaris sorokiniana, 
Claviceps purpurea, Tilletia tritici, Tilletia laevis, 
Ustilago tritici, Tilletia indica, Rhizoctonia solani, 

35 Pythium arrhenomannes , Pythium gramicola, Pythium aphani- 

dermatum, Puccinia graminis f.sp. tritici, (Wheat stem rust), 
Blumeria (Erysiphe) graminis f.sp. tritici (IWheat Powdery 
Mildew) 

40 6. Sonnenblume: Plasmophora halstedii, Sclerotinia sclerotiorum. 
Aster Yellows, Septoria helianthi, Phomopsis helianthi, 
Altemaria helianthi, Altemaria zinniae, Botrytis cinerea, - 
Phoma macdonaldii, Macrophomina phaseolina, Erysiphe ci- 
choracearum, Rhizopus oryzae, Rhizopus arrhizus, Rhizopus 

45 stolonifer, Puccinia helianthi, Verticillium dahliae. 
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Cephalosporium acremoniinn, Phytophthora cryptogea. Albugo 
t r agopogoni s . 

7. Mais: Pusarium monili forme var. subglutinans , Fusarium 
.5 monilif orme, Gibberella zeae (Fusariuin graminearum) , 

Stenocarpella maydi (Diplodia maydis) , Pythixun irregulare, 
Pythium debaryanum , Pythiuin graminicola, Pythivun splendens, 
Pythiim ultimum, Pythixjin aphani derma turn, Aspergillus 
flavus, Bipolaris maydis 0, T (Cochliobolus heterostrophus) , 

10 Helminthosporium carbonum I, II & III (Cochliobolus 

carbonum) , Exserohilum turcicxim I, II & III, Helmintho- 
sporium pedicellatum, Physoderraa maydis, Phyllosticta maydis, 
Kabatiella maydis, Cercospora sorghi, Ustilago maydis, 
Puccinia sorghi, Puccinia polysora, Macrophomina phaseolina, 

15 Penicillium oxalicum, Nigrospora oryzae, Cladosporium 

herbarium, Cur-vularia lunata, Curvularia inaequalis, 
Curvularia pallescens, Trichoderma viride, Claviceps sorghi, 
Cornstunt spiroplasma, Diplodia macrospora, Sclerophthora 
macrospora, Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora 

20 philippinesis, Peronosclerospora maydis, Peronosclerospora- 

sacchari, -Spacelotheca reiliana, Physope;lla zeae, Cephalo- 
sporium maydis, Caphalosporium acremoniiom. 

8. . Sorghum: Exserohilum tiircicvun, Colletptrichum graminicola 

25 (Glomerella graminicola) , Cercospora sorghi, Gloeocercospora 

sorghi, Ascochyta sorghina, Puccinia purpurea, Macrophomina 
phaseolina, Perconia circinata, Fusariiim monili forme, Alter- 
naria alternate, Bipolaris sorghicola, Helminthosporixim 
. sorghicola, Curvularia lunata, Phoma insidiosa, Ramulispora 

30 sorghi, Ramulispora sorghicola, Phyllachara sacchari, 

Sporisorium reilianum (Sphacelotheca reiliana) , Sphacelotheca 
cruenta, Sporisori\im sorghi, Claviceps sorghi, Rhizoctonia 
solani, Acremonixam strictum, Sclerophthona macrospora, 
Peronosclerospora sorghi, Peronosclerospora philippinensis , 

35 Sclerospora graminicola, Fusarium graminearum, Fusarium 

oxysporum, Pythiiam arrhenomanes , Pythium graminicola. 

Bevorzugt wird in den einzelnen Pf lanzenarten eine Resistenz 
gegen nachfolgende beispielhaft genannte Nematodenpathogene ^ , 
40 erzielt: 


Zucker- 
riibe 

Zuckerrubenzystenalchen 
(Sugar beet cyst nematode) 

Heterodera schachtii 

Kartof fel 

Columbia Wurzelgal- 
lenalchen (Columbia Root- 
knot Nematode) 

Meloidogyne chitwoodi 


Golden Nematode 

Globodera rostochiensis 
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Nordliches Wur.zelgal— 
lenalchen 

'(Northern Root Knot Nema- 
tode) * 

Meloidogyne .-hapla 


Potato Rot Nematode 

Ditylenchus destructor 

Sojabohne 

So j abohnezys tenalchen 
(Soybean cyst nematode; 
SCN) 

Heterodera glycines 

Mais 

Maiszystenalchen 
(Corn Cyst Nematode) 

Heterodera zeae 


Wurzelgallenalciien 
(Root-Knot Nematodes) 

Meloidogyne species : 
Meloidogyne arenaria 
Me 1 oidogyne gr aminic ol a 
Meloidogyne chitwoodi 
Meloidogyne hapla 
Meloidogyne incognita 
Meloidogyne javanica 


10 


15 


20 


25 


30 


''Pf lanzlicher Organismus oder von diesem abgeleitete Zellen" 
meint allgemein jede Zelle, Gewebe, Teile oder Vermehrizngsgut 
(wie Samen oder Friichte) eines Organismus, der zur Photosynthese 
befahigt ist. Eingeschlossen sind im Rahmen der Erfindung alle 
Gattamgen \md Arten hoherer und niederer Pflanzen des Pf lanzen- 
reiches. Einjahrige, mehr jahrige, monocotyledone und dicotyledone 
Pflanzen sind bevorzugt. Eingeschlossen sind reife Pflanze, 
Saatgut, Sprosse und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, 
Vermehrungsgut ( zum Beispiel Knollen, Samen oder Friichte) Mnd 
Kulturen, zum Beispiel Zell- ocier Kalluskulturen. Reife Pflanzen 
meint Pflanzen zu jedem beliebigen Entwicklxangsstadium jenseits 
des Keimlings . Keimling meint eine junge, unreife Pflanze in 
einem frtihen Entwickliingsstadium. 


35 


Pflanze" im Rahmen der Erfindxing meint alle Gattungen und 
Arten hoherer und niederer Pflanzen des Pf lanzenreiches . Ein- 
geschlossen unter dem Begriff, sind die reifen Pflanzen, Saat- 
gut, Sprosse und Keimlinge, sowie davon abgeleitete Teile, Ver- 
mehrungsgut, Pf lanzenorgane, Gewebe, Protoplasten, Kallus und 
andere Kulturen, zum Beispiel Zellkulturen, sowie alle anderen 
Arten von Gruppierungen von Pf lanzenzellen zu funktionellen oder 
strukturellen Einheiten. Reife Pflanzen meint Pflanzen zu jedem 

beliebigen Entwicklungsstadixom jenseits des Keimlings. Keimling 

An . . . 

memt eine 3 unge, ■ unreife Pflanze in einem frxihen Entwicklungs- 
stadium. 


45 


**Pflanze" umfasst alle einjahrigen und mehr jahrigen, mono- 
kotyledonen und dikotyledonen Pflanzen und schliefet .beispielhaf t 
jedoch nicht einschrankend solche der Gattungen Cucurbita, Rosa, 
Vitis, Juglans, Fragaria, Lotus, Medicago, Onobrychis, Trifolium, 
Trigonella, Vigna, Citrus, Linum, Geranium, Manihot, Daucus, 
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Arabidopsis, Brassica, Raphanus, Sinapls,, Atropa, Capsicum., 
Datura, Hyoscyamus, Lycopersicon, Nicotiana, Solarium, Petunia, 
Digitalis, Majorana, Cichoriimi, Helianthus, Lactuca, Bromus, 
Asparagus, Antirrhinum, Heterocallis , Nemesis, Pelargonium', 
5 Panieum, Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucxamis, 
Browaalia, Glycine, Pisum, Phaseolus, Lolium, Oryza, Zea, Avena, 
Hordeum, Secale, Triticum, Sorghiun, Picea und Populus ein^ 

Bevorzugt sind Pflanzen nachf olgender Pf lanzenf amilien: Amaranth- 
10 aceae, Asteraceae, Brassicaceae, Carophyllaceae, Chenopodiaceae , 
Compositae, Cruciferae, Cuciirbitaceae , Labiatae, Leguminosae, 
Papilionoideae, Liliaceae, Linaceae, Malvaceae, Rosaceae, Rubi- 
aceae, Saxif ragaceae, Scrophulariaceae, Solanacea, Sterculiaceae, 
Tetragoniacea, Theaceae, Umbellif erae . 

15 

Bevorzugte monokotyle Pflanzen sind insbesondere ausgewahlt aus 
den monokotylen Kulturpf lanzen, wie zum Beispiel der Familie der 
Gramineae wie Reis, Mais, Weizen oder andere Getreidearten wie 
Gerste, Hirse, Roggen, Triticale oder Hafer* sowie dem Zuckerrohr 
20 sowie alle Arten von Grasem. 

Die Erf indung wird ganz besonders bevorzugt auf dikotyledone 
pflanzliche Organismen angewendet. Bevorzugte dikotyle Pflanzen 
sind insbesondere ausgewahlt aus den dikotylen Kultuzrpf lanzen, 
25 wie z\jm Beispiel 

- Asteraceae wie Sonnenblxime, Tagetes oder Calendula und andere 
mehr, 

30 - Compositae, besonders die Gattung Lactuca, ganz besonders die 
Art sativa (Salat) und andere mehr, 

- Cruciferae, besonders die. Gattung Brassica, ganz besonders 
die Arten napus (Raps) , campestris (Riibe) , oleracea cv Tastie 

35 (Kohl) , oleracea cv Snowball Y (Bliomenkohl) und oleracea cv 
Emperor (Broccoli) und weitere Kohlarten; vind der Gattung 
Arabidopsis, ganz besonders die Art thaliana sowie Kresse 
oder Canola und andere mehr, 

40 - Cuc\irbitaceae wie Melone, Klirbis oder Zucchini und andere mehr, 

- Leguminosae besonders die Gattung Glycine, ganz besonders die 
Art max (Sojabohne) sowie Alfalfa, Erbse, Bohnengewachsen oder 
Erdnuss und andere mehr 

45 
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- Rubiaceae, bevorzugt der Unterklasse Lamiidae wie.. beispiels- 
weise Coffea arabica oder Coffea liberica (Kaf f eestrauch) und 
andere mehr, 

'5 - Solanaceae besonders die Gattung Lycopersicon, ganz besonders 
die Art esculentum (Tomate) , die Gattung Solanum, ganz 
besonders die Art tuberosum (Kartoffel) und melongena (Auber- 
gine) , und die Gattung Capsicum, ganz besonders die Art annum 
(Paprika) sowie Tabak und andere mehr, 

10 

- Sterculiaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie bei- 
spielsweise Theobroma cacao (Kakaostrauch) und andere mehr, 

- Theaceae, bevorzugt der Unterklasse Dilleniidae wie beispiels- 
15 weise Camellia sinensis oder Thea sinensis (Teestrauch) und 

andere mehr, 

- Umbellif erae, besonders die Gattung Daucus (ganz besonders 
die Art carota (Karrotte) ) und Apium (ganz besonders die Art 

20 graveolens dulce (Selarie)) xind andere mehr, 

sowie Lein, Soja, Ba\miwolle, Hanf, Flachs, Gurke, Spinat, Mohre, 
Zuckerriibe und den verschiedenen Baiam-, Nuss- imd Weinarten, ins- 
besondere Banane und Kiwi. 

25 

Umfasst sind femer Schmuclcpf lanzen, Nutz- oder Zierbaume, 
Blumen, Schnittblumen, Straucher oder Rasen. Beispielhaft aber 
nicht einschrSnkend seien zu nennen Angiospermen, Bryophyten 
wie zum Beispiel Hepaticae ( Leberblumchen ) und Musci (Moose) ; 

30 Pteridophyten wie Fame, Schachtelhaim und Lycopoden; Gymno- 

spermen wie Koniferen, Cycaden, Ginkgo und Gnetalen, die Familien 
der Rosaceae wie Rose, Ericaceae wie Rhododendrons imd Azaleen, 
Euphorbiaceae wie Weihnachtssterne \ind Kroton, Caryophyllaceae 
wie Nelken, Solanaceae wie Petunien, Gesneriaceae wie das 

35 Usambaraveilchen, Balsaminaceae wie das Springkraut, Orchidaceae 
wie Orchideen, Iridaceae wie Gladiolen, Iris, Freesie und Krokus, 
Compositae wie Ringelblume, Geraniaceae wie Geranien', Liliaceae 
wie der Drachenbaum, Moraceae wie Ficus, Araceae wie Philodendron 
und andere mehr. 

40 

Am meisten bevorzugt sind landwirtschaf tliche Nutzpf lanzen, 
die von Na:tur aus einen hohen Anteil an Saccharose aufweisen 
Oder deren Wurzeln, Knollen oder Speicherwurzeln wirtschaf tlich 
verwertet werden, wie z.B. Kartoffel, Riibe oder Zuckerriibe. 
45 Ebenfalls bevorzugt sind Tomate, Banane, Karotte, Zuckerrohr, 
Erdbeere, Ananas, Papaya, Soja sowie Getreidearten wie Hafer, 
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Gerste, Weizen, Roggen, Triticale., Hirse \md Mais. .Am meisten 
bevorzugt sind Kartoffel, Riibe., :Zuckerrube iind Zuckerrohr.. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kommen Expressionskonstrukte 
5 zur Expression von Prbteinen mit Saccharoseisomerase-Aktivitat 
in Pflanzen zuin Einsatz. Derartige Expressionskassetten sind bei- 
spielsweise in WO 01/59136 iind WO 01/59135 beschrieben, worauf 
hiermit ausdrucklich Bezug genommen wird. 

10 In besagten Expressionskonstrukten steht ein Nukleinsauremolekul 
kodierend fur ein Protein mit Saccharosisomerase-Aktivitat 
(z.B. beschrieben durch SEQ ID NO: 2 oder eines fimktionellen 
Aquivalentes desselben oder eines funktionell aquivalenten 
Teiis der vorgenannten) bevorzugt in funktioneller Verkniipfiing 

15 mit mindestens einem genetischen Kontroll element (beispiels- 
weise einem Promotor) , das eine transgene Expression in einem 
pflanzlichen Organismus oder einem Gewebe, Organ, Teil oder 
Zelle desselben gewShrleistet . 

20 Unter einer funktionellen Verkniipfung versteht man zum Bei- 
spiel die sequentielle Anordnung eines Promotors mit der zu 
exprimierenden Nukleinsauresequenz (zum Beispiel der Sequenz 
gemaS SEQ ID NO: 1) und ggf . weiterer regulativer Elemente 
wie zum Beispiel einem Terminator derart, dass jedes der regula- 

25 tiven Elemente seine Funktion bei der transgenen Expression der 
Nukleinsauresequenz erftillen kann. Dazu Ast nicht unbedingt eine 
direkte Verknupfxing im cliemischen Sinne erf orderlich. Genetische 
Kontrollsequenzen/ wie zum Beispiel Enhancer-Sequenzen, koimen 
ihre Fvmktion auch von weiter entfemten Positionen oder gar 

30 von anderen DNA-Molekiilen aus auf die Zielsequenz ausuben. Bevor- 
zugt sind Anordnungen, in denen die transgen zu exprimierende 
Nukleinsauresequenz hinter der als Promoter fungierenden Sequenz 
positioniert wird, so dass beide Sequenz en kovalent miteinander 
verbunden sind, 

35 

Die Herstellung einer funktionellen Verkniipfung als auch die 
Herstelltang eines Expressionskonstruktes kaim mittels gSngiger 
Rekombinations- und Klonierungstechniken realisiert werden, 
wie sie beispielsweise in Maniatis T, Fritsch EF und Sambrook J 

40 (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor (NY) , in Silhavy TJ, Berman ML \ind 
Enquist LW (1984) Experiments with Gene Fusions, Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor (NY), in Ausubel FM et al . 
(1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 

45 Assoc. and Wiley Interscience xand bei Gelvin et al. (1990) In: 
Plant Molecular Biology Manual beschrieben sind. Zwischen beide 
Sequenzen konnen aber auch weitere Sequenzen positioniert werden. 
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die zxim Beispiel die Fiinktion eines Linkers mit bestimmten 
Restriktionsenzymschnittstellen, einer att-Sequenz ftir Rekombi- 
nasen Oder eines Signalpeptides haben. Auch kann die Insertion 
von Sequenzen zur Expression von Fusionsproteinen fiihren. Bevor- 
5 2ugt kann das transgene Expressionskoristrukt , bestehend aus einer 
Verknupfung von Promoter und zu exprimierender Nukleinsaiire- 
sequenz, integriert in einem Vektor vorliegen und durch ziom 
Beispiel Transformation in ein pf lanzliches Genom insertiert 


lb 

Unter einem Expressionskonstrukt sind aber auch solche 
. Konstruktionen zu verstehen, bei denen die Nukleinsaxiresequenz 
kodierend ftir das Proteins mit Saccharosisomerase-Aktivitat 
(z.B. kodiert durch SEQ ID NO: 2 oder ein fxinktionelles Aqui- 
15 valent desselben oder ein funktionell aquivalentes .Teil der vor- 
genannten) - zvxa Beispiel durch eine homologe Rekombination - so 
hinter einen endogenen pflanzlichen Promoter platziert wird, dass 
dieser die transgene Expression der besagten Nukleinsauresequenz 
gewahrleistet . 

20 

Pf lanzenspezif ische Promotoren meint grundsatzlich jeden 
Promoter, der die Expression von Genen, insbesondere Fremdgenen, 
in Pflanzen oder Pf lanzenteilen, -zellen, -geweben, -kulturen 
steuem kann. Dabei kann der Promotor so giewahlt sein, dass 

25 die Expression konstitutiv erf olgt oder nur in einem bestdLmmten 
Gewebe oder Organ, zu einem bestimmten Zeitpunkt der Pflanzen- 
entwicklung und/ oder zu einem durch aufiere Einfliisse, biotische 
Oder abiotische Stimuli bestimmten Zeitpunkt (induzierte Gen- 
expression) • In Bezug auf die zu trans formierende Pf lanze kann- 

30 der Promotor homolog oder heterolog sein. Bevorzugt sind: 

a) Konstitutive Promotoren 


we r den . 


45 


35 


40 


^'Konstitutive" Promotoren meint solche Promotoren, die eine 
Expression in zahlreichen, bevorzugt alien, Geweben uber 
einen groSeren Zeitraiam der Pf lanzenentwickiung, bevorzugt 
zu alien Zeitpimkten der Pf lanzenentwicklxmg, gewahrleisten 
(Benfey et al. (1989) EMBO J 8:2195-2202). Vorzugsweise 
verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor 
Oder einen Promotor, der einem Pf lanzenvirus entstammt. 
Insbesondere bevorzugt ist der Promotor des 35S~Transkriptes 
des CaMV Blumenkohlmosaikvirus (Franck et al. (1980) Cell 
21:285-294; Odell et al . (1985) Nature 313:810-812; Shevmaker 
et al. (1985) Virology 140:281-288; Gardner et al , (1986) 
Plant Mol Biol 6:221- 228) oder der 19S CaMV Promotor 
(US 5,352,605; WO 84/02913; Benfey et al. (1989) EMBO J 
8:2195-2202). Ein weiterer geeigneter konstitutiver Promotor 
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ist der LeguminB-:Promotor (GenBank Acc.-Wo. X03677) , der 
Promotor der iNopalinsynthase aus Agrobacterium, der TR— 
Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacteriim, der Ubiquitin Promoter (Holtorf S et al , 
^5 (1995) Plant Mol :Biol 29:637-649:), der Ubiquitin 1 Promotor 

(Cbristensen et :al. (1992) Plant Mol Biol 18:675-689; Bruce 
et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:9692-9696), der 
Smas Promotor, der Cinnamylalkoholdehydrogenase-Promotor 
(US 5/683,439), die Promotoren der vakuolarer ATPase Unter- 

10 einheiten oder der Promotor eines prolinreichen Proteins 

aus Weizen (WO 91/13991), sowie weitere Promotoren von 
Genen, deren konstitutive Expression in Pflanzen dem Fach- 
mann bekannt ist. Als konstitutiver Promotor insbesondere 
bevorz.ugt ist der Promotor des Nitrilase-1 (nitl) Gens aus 

15 A. thaliana ( GenBank Acc . -No . : y07648.2, Nukleotide 

2456-4340, Hillebrand et al. (1996) Gene 170:197-200). 

b) Gewebespezif ische Promotoren 

20 Bevorzugt sind ferner Promotoren mit SpezifitSten fiir die 

Blatter, Stengel, Wurzeln oder Samen. - 

Sainenspezif ische Promotoren wie zum Beispiel der Promotor des 
Pliaseolins (US 5,504,200; Bustos MM et al. (1989) Plant Cell 

25 l(9):839-53; z.B. aus Phaseolus vulgari; van der Geest et al. 

(1996) Plant Mol Biol 32:579-588), des 2S Albumins (Joseffson 
LG et al. (1987) J Biol Chem 262:12196-12201), des Legtamins 
(Shirsat A et al. (1989) Mol Gen Genet 215 (2 ): 326-331) , 
des USP (unknovTn seed protein; Baumlein H et al. (1991) 

30 Mol Gen Genet 225 (3 ): 459-467 ; Phillips et al . (1997) EMBO 

J 16:4489-4496), des Napin Gens (US 5,608,152; Stalberg K 
et al. (1996) L Planta 199:515-519), des Saccharosebinde- 
proteins (WO 00/26388), der Hordein-Promotor (Brandt et al. 
(1985) Carlsberg Res. Commun. 50:333-345) oder der Legiimin 

35 B4-Promotor (LeB4; Baumlein H et al . (1991) Mol Gen Genet" 

225:121-128; Baumlein H et al . (1992) Plant J 2 (2) : 233-239; 
Fiedler U et al. (1995) Biotechnology (NY) 13 (10) : 1090f ) , 
der Oleosin-Promoter aus Arabidopsis (WO 98/45461), der 
Bce4-Promoter aus Brassica (WO 91/13980).. 

40 ' 

Weitere geeignete samenspezif ische Promotoren sind die der 
Gene kodierend fiir das "'High Molecular Weight Glutenin" 
(HMWG) , Gliadin, Verzweigungsenzym, ADP Glucose Pyro- 
phosphatase (AGPase) , der Napin-Promotor , der ACP-Promotor 
45 und die FatB3- und FatB4-Promotoren, der Promotor der Starke- 

synthase oder anderer Starke bildender/modif izierender Enzyme 
wie z.B. Promotoren von Genen die fur Verzweigungs enzyme 
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kodieren (WO 92/14827, WO 92/11375). Bevorzugt --sind ferner 
Promotor eh , die eine samenspezif ische Expression in Mono- 
kotyledonen wie Mais, Gerste, Weizen, Roggen, Reis etc. 
erlauben. Vorteilhaft eingesetzt warden konnen der Promoter 
5 des lpt2 Oder Iptl-Gen (WO 95/15389, WO 95/23230) oder 

die Promotoren beschrieben in WO 99/16890 (Promotoren des 
Hordein-Gens , des Glutelin-Gens , des Oryzin-Gens, des 
Prolamin-Gens , des Gliadin-Gens, des Glutelin-Gens , des 
Zein-Gens, des Kasirin-Gens oder des Secalin-Gens) . Weitere 
10 samenspezif ische Promotoren sind beschrieben in WO 89/03887. 

Knollen-, Speichervmrzel- oder Wurzel-spezif ische 
Promotoren wie beispielsweise der Patatin Promotor 
Klasse I (B33), der Promotor des Cathepsin D Inhibitors 
aus Kartoffel. 

Besonders bevorzugt ist dabei der B3 3 -Promotor des Klasse. 
I Patatin-Gens aus Solanum tuberosum (Rocha-Sosa et al . 

(1989) EMBO J 8:23-29). Der Promotor des Klasse I 
Patatin-Gens ist in Knollen ca. 100 bis 1000 mal aktiver 
als in Blattem (Rocha-Sosa et al . , vide supra). Weitere 
Gene mit knollenspezif ischer oder zxmiindest in Knollen 
verstarkter Expression sind bekannt (z.B. der Promotor 
der ADP-Glukose-Pyrophosphorylase-Gene; Mailer et al . 

(1990) Mol Gen Genet 224:136-146). 

Blattspezif ische Promotoren wie Promotor der cyto-- 
solischen FBPase aus Kartoffel (WO 97/05900), der SSU 
Promotor (small subunit) der Rubisco (Ribulose-l,5-bis- 
phosphatcarboxylase; US 4,962,028) oder der ST-LSI 
Promotor aus Kartoffel (StocJdiaus et al . (1989) EMBO J 
8:2445-2451). Ganz besonders bevorzugt sind epidermis- 
spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der Promotor 
des OXLP-Gens ( "Oxalat-Oxidase like protein"; Wei et al, 
(1998) Plant Mol Biol 36:101-112). 

c) Chemisch induzierbare Promotoren 

Die transgenen Expressionskonstrukte konnen auch einen 
chemisch induzierbaren Promotor enthalten (Ubersichtsartikel : 

40 Gatz et al. (1997) Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 

48:89-108) , durch den die Expression des exogenen Gens in der 
Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. 
Der artige Promotoren, wie z.B. der PRPl Promotor (Ward et al. 
(1993) Plant Mol Biol 22:361-366), ein durch Salicylsaure 

45 induzierbarer Promotor (WO 95/19443), ein durch Benzolsulf on- 

amid-induzierbarer Promotor (EP 0 388 186), ein durch Tetra- 
zyklin-induzierbarer Promotor (Gatz et al . (1992) Plant J 


15 
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2 : 397-404) , ein durch Abscisinsaure induzierbar-er Promoter 
(EP 0 335 528) bzw. ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- 
induzierbarer Promotor (WO 93/21334) konnen ebenfalls ver- 
wendet werden.. 

d) Entwicklimgsabhangige Promotor en 


Weitere geeignete Proinotoren sind beispielsweise ifrucht- 
reifung-spezif ische Promotoren, wie beispielsweise der 
10 Fnachtreifung-spezif ische Promotor aus Tomate (WO 94/21794, 

EP 409 625) . Entwicklungsabhangige Promotoren schliefit zum 
Teil die Gewebespezif ischen Promotoren ein, da die Ausbildxmg 
einzelner Gewebe naturgemaS entwickluiigsabliangig erfolgt. 

15 e) Stress-, oder Pathogen-induzierbare- Promotoren 

Ferner sind Promotoren bevorzugt, die durch biotischen oder 
abiotischen Stress induziert werden wie beispielsweise der 
pathogen- induzierbare Promotor des PRPl-Gens (Ward et al. 
20 (1993) Plant Mol Biol 22:361-366), der hitzeinduzierbare* • 

hsp70- Oder hsp80-Promoter aus Tomate (US 5 , 187 , 267 ) , der 
kalteinduzierare alpha-Amylase Promoter aus der Kartof f el 
(WO 96/12814) oder der licht-induzierbare PPDK Promotor. 

25 Pathogen-induzierbare Promotoren irnif assen die Promotoren ' 

von Genen, die infolge eines Pa thogenbe falls induziert werden 
wie beispielsweise Gene von PR-Proteinen, SAR-Proteinen, 
P-1,3-Glucanase, Chitinase usw. (beispielsweise Redolfi 
et al. (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes et al. 

30 (1992) Plant Cell 4 : 645-656 Van Loon (1985) Plant Mol Viral 

4:111-116; Marineau et al. (1987) Plant Mol Biol 9:335-342; 
Matton et al. (1987) Molecular Plant -Microbe Interactions 
2:325-342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 
83:2427-243 0; Somssich et al. (1988) Mol Gen Genetics 

35 2:93-98; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and 

Sing. (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, 
et al. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz et al . (1989) 
Plant Cell 1:961-968(1989). 

40 Umfasst sind auch verwundungs-induzierbare Promotoren wie 

der des pinll Gens (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; 
Duan et al. (1996) Nat Biotech 14:494-498; EP-A 375 091), des 
wunl und wun2-Gens (US 5,428,148), des winl- ujid win2-Gens 
(Stanford et al . (1989) Mol Gen Genet 215:200-208), des 

45 Systemin Gens (McGurl et al. (1992) Science 225:1570-1573), 

des WIPl-Gens (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Biol 
22:783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEBS Letters 323:73-76), 
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des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) Plant J 6 j(:2 )::*141-T50 ) 
Tind dergleichen. 


5 


Besonders bevorzugt sind Promptoren, die speziell in Nahr- 
zellsystemen (Syncytien) nach Nematodenbef all induziert 
werden. Beispielhaft seien zu nennen 


i) 


der AO. 3 TobRBV Promoter aus Tabak (Opperman et al.. 
(1994) Science 263: 221-223), insbesondere der durch 
SEQ ID NO: 24 beschriebene Promotor, 


10 


ii) 


der LeinmiS Promoter aus Tomate (Escobar et al . (1999) 
Mol Plant Microbe Interact 12: 440-449), insbesondere 
der durch SEQ ID NO.: 23 beschriebene Promoter, sowie 


15 


iii) 


Geminivirus V-sense Promotoren (WO 00/01832), 
insbesondere die durch SEQ ID NO: 32, 33 oder 34 
beschriebenen Promotoren • 


20 Weitere im Rahmen dieser Erfind\ing bevorzugte nematoden-induzier- 
bare Promotoren sind in WO 98/22599 beschrieben. Insbesondere be- 
vorzugt sind dabei die regulatorischen Bereiche (d.h. die dem 
ATG-Startkodon vorgelagerten Bereiche) der Seguenzen mit den Gen- 
Bank Acc.-No.: A91914 (Basenpaare 1 bis 3480). Ferner bevorzugt 

25 sind die in US 6,395,963 beschriebenen Promoters equenz en, die in 
WO 03/033651 beschriebenen Promo tors equenz en, die in JP 
2001508661-A beschriebenen Promotorsequenzen (insbesondere die 
Seguenz mit den GenBank Acc.-No.: BD056958) , sowie die in WO 
97/46692 beschriebenen Promotorsequenzen (insbesondere die Se- 

30 quenz mit den GenBank Acc.-No.: A79355; Basenpaare 1 bis 2127, 
Oder 1 bis 2160). Weitere nemotoden-induzierbare Promotoren kon- 
nen von Genen abgeleitet werden, deren Induktion infolge eines 
Nematodenbef alls beschrieben ist. Beispielhaft - jedoch nicht 
einschrankend - sind zu nennen: Der Pollenin Promoter (Karimi M 

35 et al. (2002) J Nematol 34.(2) :75-79) sowie der Promoter einer pu- 
tativen Rezeptor Serin/Threonin Proteinkinase (Ousters JHHV et 
al- (2002) Mol Plant Pathol 3 (4) :239-249 ) . 

Besonders bevorzugt sind pathogen- oder stress-induzierbare, 
40 sowie Samen-, Knolle-, Wurzel-, Blatt- und/oder Stengel- 

spezifische, wobei pathogen- induzierbare (insbesondere die oben 
spezifisch genannten nematoden-induzierbaren Promotoren) am mei- 
sten bevorzugt sind. 

45 Ein weiterer - besonders bevorzugter - Gegenstand der Erfindung 
betrifft Expressionskonstrukte, in denen eine Nukleinsauresequenz 
kodierend fur ein Protein mit Saccharoseisomerase Aktivitat in 
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funktioneller Verkntipfung mit einem stress-, pathogen-, oder 
verwimdxings-induzierbaren Promoter steht. Stress-, pathogen 
Oder verwundiings-induzierbare Promotoren meint allgemein all 
solche Proitiotoren, die dxirch biotischen oder abiotischen Stress 
5 induziert werden koimen. Afiiotischer Stress meint dabei Stimuli 
wie Hitze, Kalte, Trockenheit, Frost, Feuchte, Salz, UV-Licht 
usw. Biotischer Stress meint dabei den Befall durch ein Pathogen, 
wobei der Begriff ^'Pathogen" all die oben genannten Pathogene 
umfasst.. Dabei hat der Stimulus bevorzugt eine Starke, die zu 

10 einem Ertragsriickgang von mindestens 5 % im Vergleich zu durch- 
schnittlichen Ertragswerten fiihrt. Induzierbar meint dabei eine 
Erhohung der Transkriptionsaktivitat um mindestens 50 %, bevor- 
zugt mindestens 100 %, besonders bevorzugt mindestens 500 %, 
ganz besonders bevorzugt mindestens 1000 %, am meisten bevorzugt 

15 mindestens 5000 % im Vergleich zu der Expressionsaktivitat einer 
nicht-stimulierten Pflanze. Stress- oder pathogen-induzierbare 
Promotoren umfassen beispielhaf t , jedoch nicht einschrankend den 
pathogen-induzierbaren Promoter des PRPl-Gens (Ward et al. (1993) 
Plant Mol Biol 22:361-366), den hitzeinduzierbaren hsp70- oder 

20 hspSO-Promoter aus Tomate (US 5,187,267), den kalteinduzierbaren 
a-Amylase Promoter aus der Kartoffel (WO 96/12814), den licht- 
induzierbaren PPDK Promotor oder den verwundungs-induzierbaren 
pinll-Promoter (EP-A 0 375 091) . Bevorzugt sind insbesondere 
pathogen-induzierbare Promotoren wie z.B. die Promotoren der 

25 PR-Proteine, SAR-Proteine, P-1, 3-Glucanase, Chitinase usw. (bei- 
spielsweise Redolfi et al . (1983) Neth J Plant Pathol 89:245-254; . 
Uknes, et al. (1992) The Plant Cell 4:645-656; Van Loon (1985) 
Plant Mol Viral 4:111-116; Marineau et al . (1987) Plant Mdl Biol 
9:335-342; Matton et al. (1987) Molecular Plant -Microbe Inter- 

30 actions 2:325-342; Somssich et al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 
83:2427-2430; Somssich et al . (1988) Mol Gen Genetics 2:93-98; 
Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966; Zhang and Sing (1994) Proc 
Natl Acad Sci USA 91:2507-2511; Warner, et al. (1993) Plant J 
3:191-201; Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1:961-968). Umfasst 

35 sind auch verwundtmgs-induzierbare Promotoren wie der des pinll 
Gens (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al . 
(1996) Nat Biotech 14:494-498), des wunl- und wun2-Gens (US 
5,428,148), des winl- und win2-Gens (Stanford et al . (1989) Mol 
Gen Genet 215:200-208), des Systemin-Gens (McGurl et al . (1992) 

40 Science 225:1570-1573), des WIPl-Gens (Rohmeier et al . (1993) 
Plant Mol Biol 22:783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEES Letters 
323:73-76), des MPI-Gens (Corderok et al. (1994) Plant J 
' 6 (2) :.141-150) und dergleichen. Verwundimgs-induzierbare Promoto- 
ren sind bei Befall durch Frafipathogene vorteilhaft einzusetzen. 
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Der Durchschnittsf achmaim kann daordber hinaus ohne .weiteres 
zusatzliche Beispiele ftir Gene nait stress-, pathogen- oder 
verwundxings-induzierten .Expressionsmustern der Literatur ent- 
nehmen.. Ferner ist .der Durchschnittsf achmaim in der Lage, 
5 mittels Routinemethoden .weitere geeignete Promotoren zu iso- 
lieren. So kann der Fachmann mit Hilf e gangiger molekular- 
biologischer Methoden, • z^B. Hybridisierimgsexperimenten oder 
DNA-Protein-Bindxingsstudien entsprechende regulatorische Nuklein- 
saurelemente identif izieren.. Dabei wird z.B, in einem ersten 

10 Schritt eine dif f erentielle Expressionsbibliothek von beispiels- 
weise pathogen-inf izierten/bef allenen und ''normalem" Geweben 
angelegt. Anschliefiend werden mit Hilfe der so identif izierten 
pathogen- induzierten cDNAs Promotoren isoliert, die tiber patho- 
gen- induzierbare regulatorische Elemente verfugen. Dem Fachmann 

15 stehen daruber hinaus weitere auf PGR basierende Methoden fur 
die Isolierung geeigneter stress-, pathogen- oder verwundungs— 
induzierter Promotoren zur Verfugung. 

Besonders bevorzugt sind gewebespezif ische Promotoren, 
20 insbesondere samenspezif ische, knollenspezif ische, frucht- 
spezifische und blattspezif ische Promotoren sowie pathogen- 
induzierte Promotoren. 

Ganz besonders bevorzugt sind pathogeninduzierte Promotoren, 
insbesondere Nematoden-induzierte Promotoren. 

25 

Es konnen ferner weitere Promotoren funktionell mit der 
zu es^riiaierenden Nukleinsauresequenz verknxipft sein, die 
eine transgene Expression in weiteren Pf lanzengeweben oder 
in anderen Organismen, wie zum Beispiel E.coli Bakterien 
30 ermdglichen. Als Pf lanzenpromotoren koiranen im Prinzip alle 
oben beschriebenen Promotoren in Frage . 

Die in den Expressionskonstrukten oder Expressionsvektoren entr 
haltenen Nukleinsauresequenzen konnen mit weiteren genetischen 

35 Kontrollsequenzen neben einem Promoter fiinktionell verkniipf t 
sein. Der Begriff der genetischen Kontrollsequenzen ist breit 
zu verstehen und meint all solche Sequenzen, die einen Ein- 
fluss auf das Zustandekommen oder die Fxinktion eines Expressions- 
konstruktes haben. Genetische Kontrollsequenzen modif izieren zum 

40 Beispiel die Transkription und Translation in prokaryotischen 
Oder eukaryotischen Organismen. Vorzugsweise umfassen die 
Expressionskonstrukte 5 ' -stromauf warts von der jeweiligen 
transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz einen pflanzen- 
spezifischen Promoter und 3 ' -stromabwarts eine Terminatorsequenz 

45 als zusatzliche genetische Kontrollsequenz , sowie gegebenenf alls 
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weitere libliche regulative Elemente, und zwar jeweils funktionell 
verkniipft mit der transgen zu exprimierenden JNukleinsauresequenz . 

Genetische Kontrollseguenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
5 Promo tor elemente oder Minimalpromotoren , die die expressions- 
teuemden Eigenschaf ten modifizieren koimen. So kann durch 
genetische Kontrollseguenzen zixm Beispiel die gewebespezif ische 
Expression zusatzlich abhangig von bestimmten Stressf aktoren 
erfolgen. Entsprechende Elemente sind zvan Beispiel fur Wasser- 
10 stress, Abscisinsaure (Lam E und Chua NH (1991) J Biol Chem 
266 (26^) :17131- 17135) und Hitzestress (Schoffl F et al. (1989) 
Mol Gen Genetics 217 (2-3 ): 246-53 ) beschrieben. 

Genetische Kontrollsequenzen lamfassen ferner auch die 5'-untrans- 
15 latierte Regionen, Introns oder nichtkodierende 3 '-Region von 
Genen wie beipielsweise das Actin-1 Intron, oder die Adhl-S 
Introns 1, 2 und 6 (allgemein: The Maize Handbook, Chapter 116, 
Freeling and Walbot, Eds., Springer, New York (1994)). Es ist 
gezeigt worden, dass diese eine signifikante Punktionen bei 
20 der Regulation der Genexpression spielen konnen. So wurde ^ 
gezeigt, dass 5 ' -untranslatierte Sequenzen die transiente 
Expression heterologer Gene verstarken konnen. Beispielhaft 
ftir Translationsverstarker sei die 5 ' -Leadersequenz aus dem 
Tabak-Mosaik-Virus zu nennen (Gallie et al. (1987) Nucl Acids 
25 Res 15:8693-8711) und dergleichen. Sie konnen ferner die Gewebes- 
pezifitat fordem (Rouster J et al. (1998) Plant J 15:435-440). 

Das transgene Esqpressionskonstrtikt kann vorteilhaf terweise eine 
oder mehrere sogenannte "enhancer Sequenzen" funktionell ver- 

30 kniipft mit dem Promoter enthalten, die eine erhohte transgene' 
Expression der Nukleinsauresequenz ermoglichen. Auch am. 3'-Ende 
der transgen zu exprimierenden Nukleinsauresequenz en konnen 
zus§.tzliche vorteilhaf te Sequenzen inseriert werden, wie 
weitere regulatorische Elemente oder Terminatoren . Die trans- 

35 gen zu exprimierenden Nukleinsaiiresequenzen konnen in einer 
Oder mehreren Kopien im Genkonstrukt enthalten sein. 

Als Kontrollsequenzen geeignete Polyadenylierungssignale sind 
pf lanzliche Polyadenylierxingssignale , vorzugsweise solche , 
40 die im wesent lichen T-DNA Polyadenylierungssignale aus Agro- 
bacterium tumefaciens vimfassen. Beispiele fur besonders geeignete 
Tearmina tor sequenzen sind der OCS ( Oc top in-Synthase) -Terminator 
und der NOS (Nopalin-Synthase) -Terminator . 

45 Als Kontrollsequenzen sind weiterhin solche zu verstehen, die 
eine homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines 
Wirtsorganismus ermoglichen oder die Entfernung aus dem Genom 
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erlauben. Bei der homologen .Rekoiribination kann zum JBeispiel die 
kodierende :Sequen2 eines bestimmten endogenen Gens gegen die fur 
•eine Saccharoseisomerase :kodierende Sequenz gezielt ausgetauscht 
.werden.. 

:5 

Ein transgenes Expressionskonstnikt und/oder die von ihm abge- 
leiteten transgenen Expressionsvektoren k5nnen weitere Funkti- 
onselemente enthalten. Der Begriff F\inkt ions element ist breit 
.zu verstehen und meint all .solche Elemente, die einen Einfluss 
10 auf Herstellung, Vermelirung oder Funktion der erf indiingsgemaSen 
transgenen Expressionskonstrukte, der transgenen Expressions- 
vektoren Oder der transgenen Organismen haben. Beispielhaft 
aber nicht einschrankend seien zu nennen: 

15 a) Selektionsmarker , die eine Resistenz gegen Biozide z.B. 

Metabolismusinhibitoren (wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
(WO 98/45456), Antibiotika (wie z.B. Kanamycin, G 418, 
Bleomycin, Hygromycin) oder Herbizide (wie Gyphosat oder 
Pbosphinotricin) verleihen. 

20 

Besonders bevorzugte Selektionsmarker sind solche, die eine 
Resistenz gegen Herbizide verleihen. Beispielhaft seien 
genannt: DNA Sequenzen, die fur Phosphinothricinacetyl- 
transferasen (PAT) kodieren und Glutaminsynthaseinhibitoren 

25 inaktivieren (bar und pat Gen) , 5-Enolpyruvylshikimat-3- 

phosphatsynthasegene (EPSP Synthasegene) , die eine Resistenz 
gegen Glyphosat® (N-(phosphonomethyl)glycin) verleihen, das 
fur das Glyphosat® degradierende Enzyme kodierende gox Gen 
(Glyphosatoxidoreduktase) , das deh Gen (kodierend fiir eine 

30 Dehalogenase, die Dalapon inaktiviert) , Sulf onylurea- \ind. 

Iinidazolinon inaktivierende Acetolactatsynthasen sowie 
bxn Gene, die ftir Bromoxynil degradierende Nitrilaseenzyme 
kodieren, das aasa-Gen, das eine Resistenz gegen das Anti- 
biotikiim Apectinomycin verleiht, das Streptomycinphospho- 

35 transferase (spt) Gen, das eine Resistenz gegen Streptomycin 

gewShrt, das Neomycinphosphotransf erase (nptll) Gen, das eine 
Resistenz gegen Kanamycin oder Geneticin (G418) verleiht, das 
Hygromycinphosphotransf erase (hpt) Gen, das eine Resistenz 
gegen Hygromycin vermittelt, das Acetolactatsynthase Gen 

40 (als) , das eine Resistenz gegen Sulfonylhamstoff -Herbizide 

verleiht (z.B. mutierte ALS-Varianten mit z.B. der S4 
Tind/oder Hra Mutation) .. 

b) Reportergene, die fur leicht quantif izierbare Proteine 
45 kodieren \ind tiber Eigenfarbe oder Enzymaktivitat eine 

Bewertung der Transf ormationsef f izienz oder des Expressions- 
ortes Oder -zeitpunktes gewahrleisten. Ganz besonders 
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bevorzugt sind dabei Reporter-Proteine (Schenborn E, 
Groskreutz D. Mol Biotechnol. 1999; 13(1) : 29-44) wie das 
"'green f l-aorescence protein" (GFP) (Sheen et al.-(1995) 
Plant Journal 8 (5.) 777-784) , Chi oramplienicol transferase., 
Luziferase (Ow et al . (1986) Science 234:856-859), 
Aequorin (Prasher et al. (1985) Biochem Biophys Res Commxin. 
126 (3) :1259-1268) , p-Galactosidase, ganz besonders bevor- 
zugt ist ^-Glucuronidase (Jefferson et al. (1987) EiyCBO J 
6:3901-3907) . 


10 

c) Replikationsursprunge, die eine Vermehrung der erfindungs- 
gemaSen transgenen Expressionskonstrukte oder transgenen 
Expressionsvektoren in zum Beispiel E.coli gewatirleisten. 
Beispielhaft als ORI ("origin of DNA replication") seien 

15 genannt der pBR322 ori odier der P15A ori (Sambrook et al . : 

Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2^^ ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) . 

d) Elemente, die f-Qr eine Agrobakterium-vermittelte Pflanzen- 
20 transformation erforderlich sind, wie zum Beispiel die 

rechte oder linke Begrenzimg der T-DNA oder die vir-Region. 

Zur Selektion erf olgreich trans formierter Zellen ist es in 
der Regel erforderlich, einen selektionierbaren Marker zusatz- 

25 lich einzufuhren, der den erf olgreich rekombinierten Zellen 
eine Resistenz gegen ein Biozid (zum Beispiel ein Herbizid) , 
einen Metabolismusinhibitor wie 2-Desoxyglucose-6-phosphat 
(WO 98/45456) oder ein Antibiotikum verleiht. Der Selektions- 
marker erlaubt die Selektion der trans formier ten Zellen von 

30 untrans formier ten (McCormick et al. (1986) Plant Cell Reports 
5:81-84). 

Die Einfuhrung eines erf indungsgemaSen Expressionskonstruktes in 
einen Organismus oder Zellen, Geweben, Organe, Telle bzw. Samen 

35 desselben (bevorzugt in Pflanzen bzw. pflanzliche Zellen, Gewebe, 
Organe, Telle oder Samen) kann vorteilhaft unter Verwendurig von 
Vektoren realisiert werden, in denen die transgenen Expressions- 
konst3trukte enthalten sind. Vektoren konnen beispielhaft Plasmide, 
Cosmide, Phagen, Viren oder auch Agrobakterien sein. Das trans- 

40 gene Expressionskonstrukt kann in den Vektor (bevorzugt ein 

Plasmidvektor ) xiber eine geeignete Restriktionsschnittstelle oder 
eine Rekombinase att-Sequenz eingefiihrt werden. Der- entstandene 
transgene Expressionsvektor wird zunachst in E.coli eingefuhrt. 
Korrekt t rans formier te E.coli werden selektioniert , gezuchtet 

45 und der rekombinante Vektor mit den dem Fachmann geiauf igen 

Methoden gewonnen. Restriktionsanalyse imd Sequenzierung konnen 
dazu dienen, den Klonierxingsschritt zu prtifen. Bevorzugt sind 
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so'lche Vektoren, die eine stabile Integration des transgenen 
Expressionskonstruktes in das pflanzliche Genom* ermoglichen. 

Die Herstellimg eines transf ormierten Organismus (bzw. einer 
5 transf ormierten Zelle oder Gewebes) erfordert, dass die ent- 
sprechende DNA (z.B. der Expressionsvektor) oder RNA in die 
entsprechende Wirtszelle eingebracht wird. Fiir diesen Vorgang, 
der als Transformation (oder Transduktion bzw. Transf ektion) 
bezeichnet wird, steht eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung 

"10 (Keown et al . (1990) Methods in Enzymology 185:527-537). So kann 
die DNA oder RNA beispielhaft direkt durch Mikro in j ektion oder 
durch Bombardierung mit DNA-beschichteten Mikropartikeln ein- 
gefiihrt werden. Auch kann die Zelle chemisch, zirni Beispiel mit 
Polyethylenglycol , permeabilisiert werden, so dass die DNA durch 

15 Diffusion in die Zelle gelangen kann. Die DNA kann auch durch 
Protoplastenfusion mit anderen DNA-enthaltenden Einheiten wie 
Minicells, Zellen, Lysosomen oder Liposomen erfolgen. Elektro- 
poration ist eine weitere geeigrnete Methode zur Einftihrung von 
DNA, bei der die Zellen reversibel durch einen elektrischen 

20 Impuls permeabilisiert werden. Entsprechende Verfahren sind 
beschrieben (beispielsweise bei Bilang et al. (1991) Gene 
100:247-^250; Scheid et al . (1991) Mol Gen Genet 228:104-112; 
Guerche et al. (1987) Plant Science 52:111-116; Neuhause et al. 
(1987) Theor Appl Genet 75:30-36; Klein et al. (1987) Nature 

25 327:70-73; Howell et al . (1980) Science 208:1265; Horsch 
et al.(1985) Science 227:1229- 1231; DeBlock et al. (1989) 
Plant Physiology 91:694-701; Methods for Plant Molecular Biology 
(Weissbach and Weissbach, eds.) Academic Press Inc. (1988); and 
Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski, eds.) 

30 Academic Press Inc. (1989)). 

Bei Pf lanzen werden dabei die beschriebenen Methoden zur Trans- 
formation und Regeneration von Pf lanzen aus Pf lanzengeweben 
Oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation 

35 genutzt. Geeignete Methoden sind vor allem die Protoplasten- 
trans format ion durch Polyethylenglykol-induzierte DNA-Auf nahme , 
das biolistische Verfahren mit der Genkanone, die sogenannte 
''particle bombardment" Methode, die Elektroporation, die 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung und 

40 die Mikroinj ektion, 

Neben diesen "direkten" Trans f ormat ions techniken kann eine Trans- 
formation auch durch bakterielle Infektion mittels Agrobacterium 
tvimef aciens oder Agrobacterium rhizogenes durchgefiihrt werden. 
45 Die Agrobacteri\mi-vermittelte Transformation ist am besten fur 
dicotyledone Pf lanzenzellen geeignet. Die Verfahren sind bei- 
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spielsweise beschrieben bei Horscb RB et al . (1985 _ Science 225: 
•0.229f 

Warden Agrobakterien verwendet., :so ist das transgene Expressions- 
:5 konstrukt in spezi-elTe Plasinide zu integrieren, entweder in 
-einen Zwischenvektor >(englisch: shuttle or intermediate vector) 
Oder einen binaren Vektor. Wird ein Ti oder Ri Plasinid zur 
Transformation verwendet, ist zumindest die rechte Begrenziing, 
meistens jedoch die rechte und die linke Begrenzimg der Ti oder 
10 Ri Plasmid T-DNA als f lankierende Region mit dem einzuftihrenden 
transgenen Expressionskonstrukt verbimden. 

Bevorzugt warden binare Vektoren -verwendet . Binare Vektoren 
konnen sowohl in E.coli als auch in Agrobacterium replizieren. 

15 Sie enthalten in der Regel ein Selektionsmarkergen fur die 

Selektion transf ormierter Pflanzen (z.B. das nptll Gen, das eine 
Resistenz gegen Kanaitiycin verleiht) und einen Linker oder Poly- 
linker flankiert von der rechten und linken T-DNA Begrenzungs- 
sequenz . AuSerhalb der T-DNA-Begrenz\mgssequenz enthalten sie 

20' zudem noch einen Selektionsmarker , der eine Selektion trans- - 
formierter E.coli und/oder Agrobakteria ermoglicht (z.B. das 
nptlll Gen, das eine Resistenz gegen Kanamycin verleiht).' Ent- 
sprechende Vektoren konnen direkt in Agrobakterium trans formiert 
werden (Holsters et al. (1978) Mol Gen Genet 163:181-187). 

25 

Das in diesem Fall als Wirtsorganismus fiingierende Agrobacterium 
sollte bereits ein Plasmid mit der vir-Region enthalten. Diese 
ist fiir die Ubertragimg der T-DNA auf die pf lanzliche Zelle 
erf orderlich. Ein so transf ormiertes Agrobacterium kann zur 

30 Transformation pflanzlicher Zellen verwendet werden. Die Ver-' 
wendung.von T-DNA zur. Transf ormation pflanzlicher Zellen ist 
intensiv untersucht und beschrieben (EP 120 516; Hoekema, In: 
The Binary Plant Vector System, Of f setdrukkerij Ranters B.V. , 
Alblasserdam, Chapter V; An et al . (1985) EMBO J 4:277-287). 

35 Verschiedene binare Vektoren sind bekannt xxrxd teilweise kommer- 
ziell erhaltlich wie zum Beispiel pBIlOl.2 oder pBIN19 (Clontech 
Laboratories, Inc. USA) . 

Direkte Transf ormat ions techniken eignen sich fur jeden Organis- 
40 mus und Zelltyp. Im Fall e von Injektion oder Elektroporation 
von DNA bzw. RNA in pf lanzliche Zellen werden keine besonderen 
Anf orderxingen ah das verwendete Plasmid gestellt. Einfache 
Plasmide wie die der pUC-Reihe konnen verwendet werden. Sollen 
vollstandige Pflanzen aus den transf ormierten Zellen regeneriert 
45 werden, so ist es vorteilhaft, wenn sich auf dem Plasmid ein 
zusatzliches selektionierbares Markergen befindet. 
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StcdDil trans formierte Zellen d.h: solche, die die eingefiihrte 
DNA integriert in die DNA der Wirtszelle enthalten, konnen von 
imtransf ormierten selektioniert warden, wenn ein selektionier- 
barer Marker Bestandteil der eingefuiirten DNA ist. Als Marker 
5 kann beispielhaft jedes Gen fungieren, dass eine Resistenz gegen 
Antibiotika oder Herbizide (wie Kanamycin, G 418,- Bleomycin, 
Hygromycin oder Phosphinotricin etc.) zu verleihen ventiag (s.o.).. 
Trans formierte Zellen, die ein seiches Markergen exprimieren, 
sind in der Lage, in der Gegenwart von Konzentrationen eines ent- 

10 sprechenden Antibiotikums oder Herbizides zu uberleben, die einen 
untransf ormierten Wildtyp abtoten. Beispiel sind oben genannt und 
umfassen bevorzugt das bar Gen, dass Resistenz gegen das Herbizid 
Phosphinotricin verleiht (Rathore KS et al, (1993) Plant Mol Biol 
21 (5) : 871-884) , das nptll Gen, dass Resistenz gegen Kanamycin 

15 verleiht, das hpt Gen, das Resistenz gegen Hygromycin verleiht, 
Oder das EPSP-Gen, das Resistenz gegen das Herbizid Glyphosat 
verleiht. Der Selektionsmarker erlaubt die Selektion von trans- 
f ormierten Zellen von iintransf ormierten (McCormick et al. (1986) 
Plant Cell Reports 5:81-84). Die erhaltenen Pflanzen konnen in 

20 liblicher Weise geziichtet und gekreuzt werden. Zwei oder mehr 

Generationen sollten kultiviert werden, um sicherzustellen, dass 
die genomische Integration stabil und vererblich ist. 

Die oben genannten Verfahren sind beispielsweise beschrieben in 
25 Jenes B et al.(1993) Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
SD Kung und R Wu, Academic Press, S. 128-143 sowie in Potrykus 
(1991) Annu Rev Plant Physiol Plant Molec Biol 42:205-225. Vor- 
zugsweise wird das Express ionskonstrukt in einen Vektor kloniert, 
30 der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu transf ormieren, 
beispielsweise pBinl9 (Bevan et al. (1984) Nucl Acids Res 
12:8711f). 

Sobald eine transf ormierte Pf lanzenzelle hergestellt wurde, kann 
35 eine vollstandige Pflanze unter Verwendung von dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erhalten werden. Hierbei geht man beispielhaft 
von Kalluskulturen aus. Aus diesen noch undif f erenzierten Zell- 
massen kann die Bildung von Spross und Wurzel in bekannter Weise 
induziert werden. Die erhaltenen Sprdsslinge konnen ausgepflanzt 
40 und geziichtet werden. 

Dem Fachmann sind Verfahren bekannt, xm aus Pf lanzenzellen, 
Pf lanzenteile und ganze Pflanzen zu regenerieren. Beispielsweise 
werden hierzu Verfahren beschrieben von Fennell et al. (1992) 
45 Plant Cell Rep. 11:567-570; Stoeger et al (1995) Plant Cell Rep. 
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14.::273-:2787 Jahne et al . (1994) Theor Appl Genet 89--: 525-533 ver 
wendet,. 

"Transgen" meint alle solche Konstruktionen und Verfahren, 
:5 in denen sich entweder 

a) die Nukleinsaureseqiienz kodierend fur ein Protein mit 
Saccharoseisomerase-Aktivitat , oder 

10 b) eine mit besagter Nukleinsanresequenz unter a) funktionell 
verkniipfte genetische Kontrollsequenz , zum Beispiel ein 
Promoter , oder 

c) (a) MTxd (b) 

15 

sich nicht in ihrer natiirlichen, genetischen Umgebung befinden 
Oder durch gentechnische Methoden modif iziert vmrden, wobei 
die Modif ikation beispielhaf t eine Siibstitutionen, Additionen, 
Deletionen, Inversion oder Insertionen eines oder mehrerer 
20 Nukleotidreste sein kann. Natiirliche genetische Umgebiing meint 
den natiirlichen chromosomalen Locus in dem Herkunf tsorganismus 
Oder das Vorliegen in einer genomischen Bibliothek, 

25 


30 


35 


40 


45 


wo 2004/005504 


«PCT/EP2003/007027 


45 

Sequenzen 

1.. SEQ ID NO: 1 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
is omerase aus Protaminobacter rubrrnn 

5 

2.. SEQ ID NO: 2 Aminos aureseqxienz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Protaminobacter rubrum 

3. SEQ ID NO: 3 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
10 isomerase aus Saccharoseisomerase aus Erwlnla 

rhaponthlcl (N-terrtiinales Fragment) 

4. SEQ ID NO: 4 Amino sauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Saccharoseisomerase aus Erwlnia 
15 rhaponthicl (N-terminales Fragment) 

5. SEQ ID NO: 5 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus ETTwinla rhaponthici 

20 6. SEQ ID NO: 6 Aminos auresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Erwizila rhaponthici 

7. SEQ ID NO: 7 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Protaminojbacter rubrum (Variante) 

25 

8. SEQ ID NO: 8 Amino sauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus ProtaminoJbacter rubrum (Variante) 

9. SEQ ID. NO: 9 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
30 isomerase aus fiiteroJbacter species SZ62 

10. SEQ ID NO: 10 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus SnteroJbacter species SZ62 

35 11. SEQ ID NO: 11 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Serratia plymuthica 

12. SEQ ID NO: 12 Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 

isomerase aus Serratia plymuthica 

40 

13. SEQ ID NO: 13 Nukleinsauresequenz kodierend fiir Fusions- 

protein aus Saccharoseisomerase aus Erwlnia 
rhapontici {pall) und Signalpeptidesequenz des 
Proteinase Inhibitor II Gens 

45 


wo 2004/005504 


14. ;SEQ ID NO: 14 


.5 

15. SEQ ID NO: 15 


10 

16. SEQ ID NO: 16 


15 17. SEQ ID NO: 17 


18. SEQ ID NO: 18 

20 


19. SEQ ID NO: 19 

25 

20. SEQ ID NO: 20 


30 

21. SEQ ID NO: 21 


35 22. SEQ ID NO: 22 


23. SEQ ID NO: 23 

40 

24. SEQ ID NO: 24 

45 
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Aminosauresequenz kodierend fur- Fusions- 
protein aus Saccharoseisomerase Sius Erwixila 
jrhapontlci (pall) imd Signalpeptidesequenz des 
Proteinase Inhibitor II Gens 

Nukleinsauiresequenz (vollstandige cDNA mit 
\mtranslatierter Region) kodierend fiir 
Saccharoseisomerase ( Isomaltulosesynthase ) 
aus Klebsiella sp. LX3 

Aminosauresequenz kodierend fur Saccharose- 
isomerase (Isomaltulosesynthase) aus Kleb- 
siella sp. LX3 

Nukleinsauresequenz (offenes Leseraster) 
kodierend fur Saccharoseisomerase 
(Isomaltulosesynthase) aus Klebsiella sp. LX3 

AminosSuresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase (Isomaltulosesynthase) aus Kleb- 
siella sp. LX3 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Enterobacter species SZ62 
(Fragment) 

Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Enterobacter species SZ62 
( Fragment ) 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir Saccharose- . 
isomerase aus Pseudomonas mesoacidophila MX45 
(Fragment) 

Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Pseudomonas mesoacidophila 3X1X45 
(Fragment) 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir 
LemmiS -Promoter aus Tomate (Lycopersicum 
esculatum) 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir A0.3TobRB7 
Promotorsequenz (Region: -298 bis +76) aus 
Nicotiana tabacum 
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25. SEQ ID NO: 25 

26. SEQ ID NO-: :26 

5 

27. SEQ ID NO: '27 
10 28. SEQ ID NO: 28 

29. SEQ ID NO: 29 

15 

30. SEQ ID NO: 30 

31. SEQ ID NO: 31 

20 

32. SEQ ID NO: 32 


25 

33- SEQ ID NO: .33 


30 34. SEQ ID NO: 34 


35. SEQ ID NO: 35 

35 

36. SEQ ID NO: 36 


40 
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Oligonukleotidprimer '■FB83 

5 " -GGATCCGGTACCGTTC AGCAATCAAAT- 3 " 

Oligonukleotidprimer EB84 

5 ' -GTCGACGTCTTGCCAAAAACCTT-:3 ' 

Oligonukleotidprimer FB 97 

5 ' -GTCGACCTACGTGATTAAGTTTATA-3 ' 

Oligonukleotidprimer Leml 

5 ' -atcGAATTCATAATTTAACCATCTAGAG-3 ' 

Oligonukleotidprimer Lem2 

5 ' -atcGGTACCTGCTTCTGGAACGAAAGGG-3 ' 

Oligonukleotidprimer Tobl 

5 ' -GGAATTCAGCTTATCTAAACAAAGTTTTAAATTC-3 ' . . 

Oligonukleotidprimer Tob2 

5 ' -GGGTACCAGTTCTCACTAGAAAAATGCCCC-3 

Nukleinsauresequenz kodierend fiir V-sense 
Promoter aus Wheat Dwarf Virus (GenBank Acc- 
No-: AX006849; Sequenz 1 aus WO 00/01832) 

Nukleinsaureseqijenz kodierend fur V-sense 
Promoter aus Maize Streak Virus (GenBank Ace- 
No.: AX006850; Sequenz 2 aus WO 00/01832) 

Nukleinsauresequenz kodierend fur V~sense 
Promoter aus Pepper huasteco Virus (GenBank 
Acc.-No,: AX006851; Sequenz 3 aus WO 00/01832) 

Nukleinsauresequenz kodierend fur Saccharose- 
isomerase aus Serratia plymutliica 

Aminosauresequenz kodierend fiir Saccharose- 
isomerase aus Serratia plymuthica 


45 
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Abbildungen 

1. Fig. 1: Schematische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid p35S-cwIso. Bedeutung der Abkurzungen: 

5 35S.: 35S Cauliflower Mosaik Virus (CaMV) Promoter 

SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 
OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : Restriktionschnittstellen 
10 Detaillierte Beschreibung der einzelnen Elemente siehe unten. 

2. Fig 2: Sclieitiatische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pB33~cwIso. Bedeutung der Abkiirzungen: 

B33: Promotor des Klasse I Patatin-Gens B33 

15 SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 
OCS: Polyadenylieriingssignal des Octopin- Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : . Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibung der einzelnen Elemente siehe imten. 

20 

3. Fig. 3: Westernblot-Analyse von pall exprimierenden Kartof- 
felknollen verschiedener transgener Linien. Pro Spur wurden 
20 \lg lasliches Protein auf ein SDS-Gel aufgetragen, getrennt 
und auf Nitozellulose trans feriert. Der Filter wurden an- 

25 schlie^end mit einem polyklonalen Pall Antikorper hybridi- 

siert. Verglichen wurde die Expression in Knollen von Wild- 
typ-Kartof felpf lanzen (wt) mit der in den Kartof f ellinien 5, 
12, 26 und 33. 

30 4. Fig. 4: HPLC-Analyse der loslichen Kohlenhydrate in 
Saccharoseisomerase exprimierenden Pf lanzen . 
A: Zuckerstandards . 

B: Extrakt einer transgenen Knolle. 
C: Extrakt einer Wildtypknolle , 

35 

5. Fig. 5: Gehalt an Palatinose, Saccharose, Glucose und Starke 
in Wildtyp-Kartof felknollen (wt) und Kartof felknollen ver- 
schiedener transgener Linien (3 bis 37) , die das chimare 
pall Gen in der Zellwand exprimieren. Die Werte des Wiltyps 
40 (wt; gestreifte Saul en) und der transgenen Kartof felknollen 

(3 bis 37; schwarze Saul en) entsprechen den Mittelwerten 
von vier Messungen ± Standardabweichung. Als zusatzliche Kon- 
trolle wurde eine transgene jedoch pal J nicht-exprimierende 
Linie (Control) analysiert. 

45 
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Fig. 6-: Infektion von Kartof f elknollen :init Altemaria solani . 
Kartof felsciieiben von 'Wildtyp-Knollen und Knollen der pall 
exprimierenden transgene Linien "5 uxid 33 zim Zeitpunkt 
14 Tage nach Infektion mit Altemaria solani.. 
A:: KontrollG mit Kartof felscheiben von Widtyp (wt)- und 
transgenen Knollen :{Linlen 5 und 33) nach 14-tagiger 
Inkubation ohne vorherige Altemaria Infektion. 
B-: Wildtypknollen; 14 'Tage nach Altemaria Infektion 
C: Transgene Linie-S-; 14 Tage nach Altemaria Infektion 
D: Transgene Linie-33:; 14 Tage nach Altemaria Infektion 


7. Fig. 7: Schematische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pLeianii9-cwIso. Bedeutung der Abkiirziingen: 
LemmiS: Leinmi9-Promotor aus Tomate (Lycopersicon esculentum) 
SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 
pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 

OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI, Asp718,BainHI, Sall^Hindlll : Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibung der eirizelnen Elemente siehe unten, 

8. Fig 8: Schematische Darstellung der Expressionskassette 
im Plasmid pAO . 3TobRB7-cwIso . Bedeutung der Abkurzimgen: 
A0.3TobRB: AO . 3 TobRB7 -Promoter aus Nicotiana tabacum 
SP: Signalpeptid des Proteinase-Inhibitor II-Gens 

25 pall: Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici 

OCS: Polyadenylierungssignal des Octopin-Synthase Gens 

EcoRI , Asp718 , BamHI , Sail , Hindlll : Restriktionschnittstellen 
Detaillierte Beschreibung der einzelnen Elemente siehe unten. 


20 


30 Beispiele 


Allgemeine Methoden: 

Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann beispielsweise, 
35 in bekannter Weise, nach der Phosphoamiditmethode (Voet, Voet, 
2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) erfolgen. Die 
im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Klonierungs- 
schritte - wie z.B. Restriktionsspaltungen, Agarosegelelektro- 
phorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren 
40 auf Nitrozellulose imd Nylonmembranen, Verknupfen von DNA-Frag- 
menten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von Bakterien, 
Vermehrung von Phagen und Sequenzanalyse rekombinanter DNA - 
werden wie bei Sambrook et al . (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory. Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgef iihrt . 
45 Die Transformation von Agrobacterium tumefaciens wurde entspre- 
chend der Methode von Hofgen und Willmitzer ((1988) Nucl . Acids 
Res. 16:9877) ausgef iihrt. Die Anzucht der Agrobacterien erfolgte 
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in YEB Mediiom (Vervliet et al. (1975) Gen Virol 26:.33). Die 
Sequenzierung rekomblnanter DNA-Molekule erf olgt mit einem 
Laserf luoreszenz-DNA-Seguenzierer der Firma MWG-Licor nach 
der Methode von Sanger (Sanger et al.. ,(1977) Proc Natl Acad 
5 Sci USA 74:5463-5467).. 

Beispiel 1.: PCR-Amplifikation eines Subfragments der Saccharose- 
isomerase aus Erwinia rhaponitici 

10 Die Klonierung eines Subfragments der Saccharoseisomerase 

erf olgt e mittels Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain 
Reaction, PGR) . Als Matrizenmaterial diente genomische DNA aus 
E. rhapontici (DSM 4484) . die nach Standardprotokoll isoliert 
wurde. Die Amplif iziezung erfolgte unter Verwendung der nach- 

15 folgenden spezifischen Primer., die yon einer Saccharoseisomerase- 
Seguenz des Standes der Technik abgeleitet warden: 

FB83 5/-GGATCCGGTACCGTTCAGCAATCAAAT-3' (SEQ ID NO: 25) 

20 FB84 5 ' -GTCGACGTCTTGCCAAAAACCTT-3 ' (SEQ ID NO: 26) 

. Primer .FB83. timfaiSt die Basen. 109 bis 127 und Primer FB84 die 
Basen 1289 bis 1306 der kodierenden Region des Saccharose- 
is omer as e-(5ens von E. rhapontici. 

25 

Das PCR-Reaktionsgemisch (100 p.!) enthielt: 

- chromosomale Bakterien DNA (1 p,g) 

- Primer FB 83 und FB 84 ( jeweils 250 ng) , 

30 - Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuffer (10 Jill, Stratagene) , 

- 200 )iM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

- 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch fiir 5 min 
35 auf 95°C erhitzt. Die Polymerisierungsscliritte (30 Zyklen) wurden 
in einem automatischen T3-Thermocycler (Biometra) nach folgendem 
Programiri durchgef lihrt : Denaturierung 95^*0 (1 Minute), Anlagerung 
der Primer bei 55*'C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72°C 
(2 Minuten) . Das erhaltene Fragment wurde in den Vektor pCR-Blunt 
40 (Invitrogen) kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde 
mittels Seguenz analyse verifiziert. 

Das amplif izierte Subfragment kann auch als Hybridisierungssonde 
fur die Isolierung weiterer Saccharoseisomerase-DNA-Sequenzen 
45 aus anderen Organismen oder als Sonde bei der Analyse transgener 
Zellen und Pflanzen eingesetzt werden. 
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Beispiel '2-: PCR-Amplif ikation einer Saccharoseisoiaerase aus 
Erwinia rhaponitici 

Unter Verwendung des in Beispiel 1 amplif izierten Fragmentes 
:5 .wurde eine genomische Bank von Erwinia rhapontici nach Standard- 
methoden durchmustert.. Anschliefiende Sequenzanalysen erlaubten 
die Bestiirnn-ang des offenen Leserahmens der Saccharoseisomerase . 
Von dieser Secjuenz warden die Oligonukleotidprimer FB83 und FB97 
•abgeleitet.. 

10 

Die Klonierung des vollstandigen offenen Leserasters der 
Saccharose-Isomerase erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion 
(Polymerase Chain Reaction, PGR) . Als Matrizenmaterial diente 
genomische DNA aus E. rhapontici (DSM 4484), die nach Standard- 
15 protokoll isoliert wurde. Die Amplif izierung erfolgte unter Ver- 
wendung der nachf olgenden spezifischen Primer 

FB83 5 ' -GGATCCGGTACCGTTCAGCAATCAAAT-3 ' (SEQ ID NO: 25) 

20 FB97 5 ' -GTCGACCTACGTGATTAAGTTTATA-3 ' (SEQ ID NO: 27) 

Primer FB83 umfaiS^t die Basen 109 bis 127 und Primer FB97 die 
Basen 1786 bis 1803 der kodierenden Region des Saccharose- 
isomerase -Gens . Zur Klonierung der amplif izierten DNA in 
25 Expressionsvektoren tragen die Primer zusatzlich folgende 

Restriktonsschnittstellen: Primer FB 83, BamHI \ind Primer FB 97, 
Sail. 

Das PCR-Reaktionsgemisch (100 fil) enthielt: 

30 

' - chromosomale Bakterien-DNA (1 |Xg) , 

- Primer FB83 \md FB97 jeweils 250 ng, 

- Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuffer (10 |Ll1 Stratagene) , 

- 200 HM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 

35 - 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

Vor Beginn der Amplif ikat ions zykl en wurde das Gemisch fur 5 min 
auf 95^C erhitzt. Die Polymerisierungsschritte (30 Zyklen) wurden • 
in einem automatischen T3-Thermocycler (Biometra) nach folgendem 

40 Programm durchgef iihrt : Denaturierung 95°C (1 Minute), Anlagerung 
der Primer bei SS'^C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72**C 
(2 Minuten) . Das amplif izierte Saccharoseisomerase-Fragment 
wurde in den Vektor pCR-Blunt (Invitrogen) kloniert, wodxirch 
das Plasmid pCR-SucIso2 (ohne Translationsstart) erhalten wurde. 

45 Die Identitat der amplif izierten DNA wurde mittels Sequenz analyse 
verifiziert. Das PCR-Fragment beinhaltet somit die Sequenz einer 
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Saccharoseisomerase aus E. rhapontic'i., <die sich von-_Nukleotid 
109-1803 des Saccharoseisomerase-Gens erstreckt- 

Beispiel 3:: Herstellving von Plasm'id .p35S-cwIso 

5 

Eine DNA Seguenz , die fiir eine Saccharose-Isomerase kodiert, 
wurde aus dem Plasmid pCR-SucIso2 isoliert und mit dem 35S- 
Promotor des Cauliflower Mosalk Virus,, der eine konstitutive 
Expression in transgenen Pf lanzenzellen venaittelt sowie 
10 einem pf lanzliclien Terminationssignal versehen. Das pflanzliche 
Terminationssignal beinhaltet das 3'-Ende der Polyadenylierungs- 
stelle des Octopin-Synthase Gens* 

Vor die kodierende Sequenz des Saccharoseisomerase-Gens wurde 

15 auSerdem ein fur die Aufnahme in das EndoplasmatischLe Retikuliim 
notwendiges Signalpeptid eines pflanzlichen Gens (Proteinase- 
Inhibitor II-Gen aus Kartoffel (Keil et al. (1986) Nucl Acids Res 
14:5641-5650; Genbank Acc . -No . : X04118) fusioniert, Dazu wurde 
das Saccharoseisomerase-Fragment aus dem Konstrukt pCR-SucIso2 

20 uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Sail herausge- 

schnitten \xnd in einen BamHI /Sall-geoffneten pMA-Vektor ligiert. 
Der Vektor pMA stellt eine modifizierte Form des Vektors pBinAR 
(Hofgen und Willmitzer (1990) Plant Sci. 66:221-230) dar. Welche 
den 35S-Promotor des Cauliflower Mosaik Virus, der eine konstitu- 

25 tive Expression in transgenen Pflanzen venaittelt, ein Signal- 
peptid des Proteinase- Inhibitors II aus Kartoffel, welches die 
Zielsteuerung des Fusionsproteins in die Zellwand vermittelt, so- 
wie ein pflanzliches Terminationssignal enthalt. Das pflanzliche 
Terminationssignal beinhaltet das 3 ' -Ende der Polyadenylierungs- 

30 stelle des Octopin-Synthase Gens. Zwischen der Teilseguenz des 
Proteinase-Inhibitors und dem Terminationssignal befinden sich 
Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI, Xbal, Sail, 
PstI und SphI (in dieser Reihenfolge) , welche die Insertion 
entsprechender DNA-Fragmente ermoglichen, so dass ein Fusion- 

35 sprotein zwischen dem Proteinase-Inhibitor Signalpeptid und dem 
eingefiigten Protein entsteht, welches dann in die Zellwand von 
transgenen Pf lanzenzellen bef5rdert wird, die dieses Protein 
exprimieren. Die Expressionskassette im Plasmid p35S-cwIso 
besteht somit aus den Fragmenten A,B und C (Fig. 1) : 

40 

A) Fragment A beinhaltet den 35S-Promotor des Cauliflower Mosaik 
Virus (CaMV) . Es enthalt ein Fragment, welches die Nukleotide 
6909 bis 7437 des CaMV xamfaSt (Franck (1980) Cell 21:285). 


45 
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B) Fragment B enthalt die Nukleotide 923 bis 1059 .«ines 
Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel (Keil el al., 
supra), welche iiber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA 

TTG GG an das Saccharoseisomerase Gen aus Erwinia rhapontici, 
"5 welches die Nukleotide 109 bis 1803 tomfaSt, fusioniert sind. ' 

Dadurch wird ein ftir die Aufnahme von Proteinen in das Endo- 
plasmatische Retikulum (ER) notwendige Signalpeptid eines 
pflanzlichen Proteins N-terminal an die Saccharoseisomerase 
Sequenz fusioniert . 

10 

C) Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin- 
Synthase Gens (Dhaese et al.(1983) EMBO J. 2:419-426. GenBank 
Acc.-No.: Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533). 

15 In p35S-cwIso (35S = 35S-Promotor , cw = Zellwand, Iso = 

Saccharoseisomerase) steht die kodierende Region der Saccharose- 
iscanerase . aus. E. rhapontici unter. konstitutiver Kontrolle, 
das Genprodukt wird in das ER aufgenommen und anschlieBend 
sekretiert. 

20 

Beispiel 4: Herstellting von Plasmid pB33-cwIso 

Das Plasmid pB33-cwIso. wurde \inter Verwendung des binaren 
Plasraids p35S-cwIso hergestellt. Dabei wurde der 35S-Proinpter 
25 gegen den Promoter des Klasse I Patatin-Gens (Rocha-Sosa et al 
(1989) EMBO J 8:23-29) ausgetauscht . Die Expressionskassette 
dieses Plasmids pB33-cwIso besteht somit aus den drei Fragmenten 
A, B und C (siehe Fig. 2) : 

30 A) Fragment A beinhaltet die Region -1512 bis +14 relativ 

zur Transkriptionsinitiationsstelle des Klasse I Patatin- 
Gens. Die Promotorregion wurde als Dral-Fragment in den 
mit SstI geschnittenen Vektor pUCI8, dessen Enden unter 
Einsatz der T4-DNA-Polymerase aufgefiillt und somit geglattet 

35 worden waren, ligiert. Anschliefiend wurde das Fragment 

mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Asp718 aus dem 
Vektor pUClB wieder ausgeschnitten \md in das Plasmid 
p35S-cwIso kloniert, aus dem vorher der 35S CaMV- Promoter 
nach partieller Restriktion mit den Enzymen EcoRI und 

40 Asp718 deletiert worden war. 


B) 


45 


Fragment B enthalt die Nxikleotide 923 bis 1059 eines 
Proteinase-Inbibitor II-Gens aus der Kartoffel, welche 
tiber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA TTG GG an das 
Saccharoseisomerase-Gen aus E. rhapontici, welches die- 
Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert sind. Dadurch 
wird ein fiir die Aufnahme von Proteinen in das ER notwendiges 
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Signalpeptid eines pf lanzlichen Proteins N-tenuinal an die 
Saccharoseisomerase-Seqiaenz fusioniert. 

Fragfment C entKalt das Polyadenylierungssignal des Octopin- 
ISynthase Gens XDhaese et aX. (1983) EMBO J 2:419-426; GenBank 
Acc.-No..:: .Z37515, Uukleotide 1344 bis 1533).. 

In pB33-cwIso (B33 = ^Promotor des Klasse I Patatin-Gens B33, 
cw = Zellwand, Iso = Saccharoseisomerase) steht die kodierende 
10 Region der Saccharoseisomerase aus E. rhapontici iinter gewebe- 
spezifischer Kontrolle, das Genprodukt wird in das ER aufge- 
noininen . 

Beispiel 5.: Kartoffeltrans formation und Selektion transgener 
15 Pflanzen 

20 kleine, mit einem Skalpell verwundete Blatter einer Kartof fel- 
Sterilkultur {Solanum tviberosum L. cv. Solara) wurden in 10 ml 
MS-Mediiiin mit 2 % Saccharose gelegt, welches 50 ^Ll einer uhter 

20 Selektion gewachsenen Agrobacterium tiunef aciens-Ubemachtkultur 
enthielt. Nach. S-minutigem, leichtem Schiitteln wurden die Petri- 
schalen bei 25^*0 im Dimkeln inkubiert. Nach zwei Tagen wurden 
die Blatter auf MS-Medium mit 1,6 % Glucose, 2 mg/1 Zeatinribose, 
0,02 mg/1 Giberellinsaure, 500 mg/1 Claforan, 50 mg/1 Kanamycin 

25 und 0,8 % Bacto-Agar ausgelegt , Nach einwochiger Inkubation bei 
25°C und 3000 Lux wurde die Claf orankonzentration im Medium halb- 
iert. Eine weitere Woche Kultivier\ing erfolgte \mter bekannten 
Bedingungen (Rocha-Sosa et al. (1989) EMBO J 8:23-29). 

30 Unter Verwendung des pB33-cwIso Plasmids wurden nach Agro- 

bakterien-vexTfiittelter Transformation insgesamt 36 kanamycin- 
resistente Kartof f elpf lanzen regeneriert. Die Knollen dieser 
Pflanzen wurden mit Hilfe eines polyklonalen Antikorpers 
gegen das rekombinante Pall Protein (Bornke et al . (2002) 

35 Planta 214:356-364) auf pall Expression untersucht . Bei 

25 Linien konnte pall Expression im Westemblot nachgewiesen 
werden. Ein TWesternblot von reprasentativen Linien ist in Fig. 3 
dargestellt. 

40 Beispiel 6: HPLC-Analyse der transgenen pB33-cwIso-Kartof f eln 

Mit dem Ziel des Nachweises der in vivo Konversion von Saccharose 
in Palatinose wurden Knollenextrakte der transgenen Linien 
mittels HPLC hinsichtlich ihres Gehaltes an loslichen Kohlen- 
45 hydra ten untersucht. Die HPLC Analyse wurde nach der in Bornke 
et al. (2002) Planta 214:356-3 64 beschrieben Methode durch- 
gefiihrt. Die Herstelliing der Knollen Extrakte ist beschrieben 


iC) 
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bei Sonnewald et al.{1992) Plant J 2:571-581. Die Resultaite 
der HPLC Analyse sind in Fig. 4 dargestellt.. 

Wie die Chromatograinme zeigen, fiihrt die Ej^ression der 
5 Saccharoseisomerase in der Zellwand zu einer substantiellen 
Akkumulation von Palatinose in den 'Knollen der iintersuchten 
pB3 3-cwIso-Linien. Der Wildtyp enthalt keine Palatinose, wie 
ebenfalls aus den Chroitiatogrammen deutlich zu erkennen ist,. 
Der Gehalt an loslichen Zuckem in transgenen Kartoffel- 
10 knollen, die das Konstrukt pB33-cwIso enthalten, ist in Fig. 5 
dargestellt. Der Gehalt an Palatinose in den Kartof f elknollen 
variiert zwischen den einzelnen transgenen Linien zwischen 
1,7 pmol/g FW (FW: "Afresh weight" = Frischgewicht ) (Linie 14) 
und 16 flmol/g FW (Linie 5) . 

15 

Beispiel 7: Infektion von Karof f elscheiben mit Alternaria solani 

Alternaria solani (bereitgestellt von Dr. Jiirgen Sigrist, Zentr\iin 
far Griine Gentechnik, Neustadt an der WeinstraSe) wurden auf 

20 PDA-Agar (Duchefa, Niederlande) fur 14 Tage bei 16°C gehalten 
(PDA = Potato Dextrose Agar) . Die Sporen wurden durch Abschaben 
in Wasser isoliert und die erhaltene Suspension durch Miracloth 
von festen Bestandteilen befreit. Die Sporenza hl wurde in einer 
Zahlkammer (Thoma) bestiinmt und auf 10000 Sporen/ml eingestellt. 

25 25 |LLl (demnach 250 Sporen) wurden pro Kartof felscheibe (1,5 cm 
Durchmesser) aufgetragen und gleichmaiSig verteilt . Die inokulier- 
ten Scheiben wurden anschliefiend bei 16^C inkubiert. Die Bonitur 
erfolgte optisch. Das Ergebnis nach 14-tagiger Inkubation ist in 
Fig. 6 dargestellt. Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, ist 

30 das Wachst\jin des Pilzes auf transgenen Kartof fel]<mollen, die die 
Saccharoseisomerase exprimieren im Vergleich zvm Wildtyp deutlich 
reduziert. 

Beispiel 8: Herstellxing des Plasmids pLeirani9-cwIso 

35 

Zur Herstell\ing des Plasmids pLemmi9-cwIso wurde der Promoter des 
Klasse I Patatin-Gens B33 im Plasmid pB33-cwIso gegen den Lemmi9 
Promoter Escobar et al. (1999) Mol Plant Microbe Interact 
12:440-449) ausgetauscht und das Fusionsprotein aus Proteinase- 
40 Inhibitor Il-Signalpeptid \md der Saccharoseisomerase somit unter 
die kontrolle des ''Feeding cell^-spezif ischen Promoter gestellt. 

Die F\inktionalitat des ''Feeding cell"-spezif ischen Lemmi9- 
Promotors wurde bereits demonstriert (Escobar C et al. (1999) 
45 Mol Plant Microbe Interact 12:440-449) . Das Plasmid *pLemmi9- 
cwlso beinhaltet drei Fragmente A, B und C (siehe Fig. 7): 
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;A) Fragment A beinhaltet den LemmiS-Promotor aus Tpinate (Lyco- 
perslcon esculentum) . Das Fragment beinhaltet die Sequenz 
von 1417 bp vor dem Translationsstart (ATG) des Lemmi9-Gens 
und wurde als funktionelles Promoterf ragment charakterisiert 
•5 (Escobar et al.. (1999) Mol Plant Microbe Interact 12: 

440-449, Accession Z69032) . Es wurde mittels PGR aus 
genomischer DNA von Tomate (Lycopersicon esculentum) ampli- 
fiziert. Die Amplifizierung erfolgte unter Verwendung der 
folgenden spezifischen Primer: 

10 

Leml: 5 ' atcGAATTCATAATTTAACCATCTAGAG 3' (SEQ ID NO: 28) 

Lem2: 5 ' atcGGTACCTGCTTCTGGAACGAAAGGG 3' (SEQ ID NO: 29) 

15 Zur Klonierung der DNA in die Expressionskassette tragen die 

Primer zusatzlich folgende Restriktionsschnittstellen: Primer 
Leml, EcoRI; Primer Lem2, Asp718. 


20 


Das PCR-Reaktionsgemisch (100 fxl) enthielt: 


- genomische Tomaten-DNA {1 \lg) , 

- Primer Leml und Lem2 ( jeweils 25 0 ng) , 

. - Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuf fer (10 jil, Stratagene) , 

- 200 im dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) \md 

25 - 2,5 Einheiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch 
fiir 5 min auf 95''C erhitzt. Die Polymerisierungsschritte 
(30 Zyklen) wurden in einem automat iscben T3-Thermo- 

30 cycler (Biometra) nach folgendem Programm durchgef iihrt : 

Denaturierung 95°C . (1 Minute), Anlagerung der Primer bei 
Se^'C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 72^C (3 Minuten) . 
Das Amplikon wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und 
Asp718 verdaut imd in die entsprechenden Restriktions- 

35 schnittstellen des Polylinkers von pBluescript (Stratagene) 

kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde mittels 
Secjuenzanalyse verifiziert. AnschlieSend wurde das Fragment 
mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Asp718 verdaut und 
in das Plasmid pB33-cwIso kloniert aus dem vorher der 

40 B33-Promotor nach partieller Restriktion mit den Enzymen * 

EcoRI und Asp718 deletiert wurde. 

B) Fragment B enthalt die Nukleotide 923 bis 1059 des 

Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoffel (Keil et al . 
45 (1986) Nucl Acids Res 14:5641-5650; Genbank Acc.No.: X04118) , 

welche uber einen Linker mit der Sequenz ACC GAA TTG GG an 
das Saccharoseisomerase-Gen aus E, rhapontici, welches die 
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Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert .siud. Dadurch 
ist ein fur die Aufnahme von Proteinen in das ER notwendiges 
Signalpeptid eines . pf lanzlichen Proteins N-teirniinal an die 
Saccharoseisoitierase-Seguenz fusioniert.. 

•5 

C) Fragment C enthalt das Polyadenylierungssignal des Octopin- 
Synthase Gens (Dhaese et al.(1983) EMBO J 2:419-426. 
Accession Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533) . 

10 In pLeinini9~cwIso (Leinmi9 = Promotor des Leinmi9-Gens aus Toitiate 
(Lycopersicon esculentum) , cw = Zellwand, Iso = Saccharose- 
isomerase) steht die kodierende Region des Saccharoseisomerase- 
Gens xmter Feeding cell-spezif ischer Kontrolle, das Genprodukt 
wird in das ER auf genommen • 

15 

Analog wurde ein Kontrol Ikons trukt zur Expression von fi-Glucuro- 
nidase (Jefferson et al. (1987) EMBO J 6:3901-3907) unter Kon- 
trolle des LeniiniS-Pramotors hergestellt (pLerami9-GUS) . 

20 Kartof f elzellen wurden wie oben beschrieben mittels Agro- 
bacterixjm-vermitteltein Gentransfer mit dem Konstriikt 
pLemmiS-cwlso bzw. pLeinmiS-GUS trans foanaiert und ganze Kartof fel- 
pflcuazen vmrden regeneriert. 

25 Beispiel 9: Herstelliing des Plasmids pAO. 3TobRB7-cwIso 

Zur Herstellung des Plasmids pAO . 3TobRB7-cwIso wurde der Promotor 
des des Klasse I Patatin-Gens B33 im Plasmid pB33-cwIso gegen den 
A0.3TobRB7 Promotor (Opperman et al . (1994) Science 263:221-223) 
30 ausgetauscht und das Fusionsprotein aus Proteinase-Inhibitor- 
Signalpeptid und der Saccharoseisomerase somit unter Feeding 
cell-spezif ische Kontrolle gestellt. 

Die Funktionalitat des ^^Feeding cell^-spezif ischen A0,3TobRB7- 
35 Promoters wurde bereits demonstriert (Oppeirman et al. (1994) 
Science 263:221-223). Das pflanzliche Terminationssignal bein- 
haltet das 3 ' -Ende der Polyadenylierimgsstelle des Octopin- 
Synthase-Gens. Das Plasmid pAO . 3TobRB7-cwIso beinbaltet drei 
Fragment e A, B und C (Fig. 8) : 

40 

A) Fragment A beinhaltet den AO . 3TobRB7-Promotor aus Nicotiana 
tabacum. Das Fragment beinhaltet die Region von -298 bp bis 
+76 des TobBR7-Gens befinden und als funktionelles Promoter- 
fragment charakterisiert wurden (Opperman et al. (1994) 
45 Science. 263: 221-223, Acc.-No.: S45406) . Es wxirde mittels 

PGR aus genomischer DNA von Nicotiana tabaciam Var. Samsun NN 
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amplifiziert. Die Amplif izierung erfolgte unter Verwendiing 
der folgenden spezifischen Primer: 

Tobl : 5 ' -GGAATTCAGCTTATCTAAACAAAGTTTTAAATTC-3 ' ( SEQ ID NO.: 3.0) 

5 

Tob2 : 5 ' -GGGTACCAGTTCTCACTAGA7^AAATGCCCC-3 ' ( SEQ ID NO : 31) 

Zur Kloniening der DNA in die Expressionskassette tragen die 
Primer zusatzlich folgende Restriktionsschnittstellen: Primer 
10 Tobl,. EcoRI; Primer Tob2, Asp718. 

Das PCR-Reaktionsgemisch (100 enth.ielt: 

- genomische DNA aus Tabak (1 JJlg) , 

15 - Primer Tobl und Tob2 (jeweils 250 ng) , 

- Pfu DNA-Polymerase-Reaktionspuf f er (10 |il, Stratagene) , 

- 200 JJM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) imd 

- 2,5 Einlieiten Pfu DNA-Polymerase (Stratagene) . 

20 ' Vor Beginn der Amplif ikationszyklen wurde das Gemisch 

fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Die Polymerisierungsschritte 
(30 Zyklen) warden in einem automatischen T3-Thermo- 
cycler (Biometra) nach folgendem Programm durchgef lihrt : 
Denatxirienmg 95''C (1 Minute) , Anlagerung der Primer bei 

25 56''C (40 Sekunden) , Polymerase-Reaktion bei 12^C (3 jyEinuten) . 

Das Amplikon wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und 
Asp718 verdaut und in die entsprechenden Restriktions- 
schnittstellen des Polylinkers von pBluescript (Stratagene) 
kloniert. Die Identitat der amplif izierten DNA wurde mittels 

30 Sequenz analyse verifiziert. AnschlieSend wurde das Fragment 

mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Asp718 verdaut und 
in das Plasmid pB33-cwIso kloniert aus dem vorher der 
B3 3 -Promoter nach Restriktion mit den Enzymen EcoRI und 
Asp718 deletiert wurde. 

35 

B) Fragment B enthSlt die Nukleotide 923 bis 1059 eines 

Proteinase-Inhibitor II-Gens aus der Kartoff.el (Keil et al. 
(1986) Nucl. Acids Res. 14:5641-5650; Genbank Acc.No.: 
X04118), welche an das Saccharoseisomerase-Gen aus E. rhapon- 
40 tici, welches die Nukleotide 109 bis 1803 umfasst, fusioniert 

sind. Dadurch wird ein fiir die Aufnahme von Proteinen in 
das ER notwendiges Signalpeptid eines pflanzlichen Proteins 
N-terminal an die Saccharoseisomerase-Seguenz fusioniert. 


45 
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C) Fragment C -enthalt das Polyadenyliernngssignal ;des Octopin- 
Synthase Gens (Dhaese et al.. '(1983) EiyiBO J 2 :419-426.. 
Accession Z37515, Nukleotide 1344 bis 1533)... 

5 In pA0.3TobRB7~cwIso (A0.3TobRB7 = verkurzter Promotor des 

TobRB7-Gens aus Tabak, cw = Zellwand, Iso = Saccharoseisomerase) 
steht die kodierende Region des Saccharoseisomerase-Gens unter 
^Feeding cell'-spezifischer KontroTle, das Genprodukt wird 
in das ER auf genoitunen . 

10 

Analog wurde ein Kent rol Ikons trukt zur Expression von £-Glucuro- 
nidase (Jefferson et al . (1987) EMBO J 6:3901-3907) unter Kon- 
'trolle des A0.3TobRB7-Proinotors hergestellt (pA0.3TobRB7-GUS) . 

15 Kartof f elzellen warden wie oben beschrieben mittels 

Agrobacteriijin-vermitteltein Gentransfer mit deiti Konstrukt 
pA0.3TobRB7-cwIs6 blzw.. pAO . 3TobRB7-GUS transf ormiert und Kartof- 
f elpflansen wurden regeneriert 

20 Beispiel 10: Infektion der Pflanzen mit Nematoden 

Trans fonaierte Pf lanzen werden mit Hilf e von npt-spezif ischen 
Primem uber PGR bestatigt. Zur Infektion mit Nematoden werden 
die Stecklinge von transgenen Linien, die die Saccharoseisomerase 

25 unter Kontrolle eines „ Feeding cell"-spezif ischen Promoters 
exprimieren, zuerst auf Mediuiti mit Kanamycin angezogen und 
spater in Topfe mit steriler Erde transf eriert . Die Pf lanzen 
werden bei 22^C (16 h Tag/ 8 h Nacht) angezogen. Die Infektion 
der Pf lanzen wird wie folgt durchgef tihrt : 3 ml einer Suspension 

30 (ca. 500 J2-La3rven) von Wurzelgallennematoden (Meloidogyne- 
Arten) werden direkt neben den Stengeln der Pf lanzen in die 
Erde inokuliert. Die Pf lanzen werden nach 2 bis 3 Wochen aus 
den Topfen entfernt und die Wurzeln gewaschen. AnschlieSend wird 
die gesamte Wurzel einer jeden Pflanze mit Hilfe eines Stereo- 

35 mikroskopes untersucht und die Anzahl der Gallen am Wurzelsystem 
von transgenen Pf lanzen und Wildtyppf lanzen verglichen. 

Transgene Pf lanzen, die die Saccharoseisomerase unter Kontrolle 
eines ^Feeding cell^^-spezif ischen Promoters exprimieren, zeigen 
40 eine deutliche Resistenz gegeniiber endoparasitaren Wurzel- 

nematoden. Die Anzahl der Gallen am Wurzelsystem dieser Pf lanzen 
nach Nematodenbefall ist im Vergleich zu nicht-transf ormierten 
Pf lanzen signifikant reduziert. 

45 Beispiel 11: In vitro Nematodenresistenz-Test 


Materialien: 
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Pflanzen: Kartoffel {Solanum tuberosum L. cv. Solara) 
Nematoden: Meloidogyne incognita 

Mediiam: modif iziertes Murashige & Skobg Medium (MSm; verfestigt ^ 
.5 mit Agar) bestehend aus micro und 1/2 macro-Elementen 

einschlieSlich Vitaminen, Sucrose iind Diachin-Agar (0,7%) 
pH 5,8. 

10 Pflanzen: Sterile transgene Kartof f elpf lanzen (Solanum tuberosuca 
L. cy. Solara transf onniert mit pAO . 3TobRB7-cwIso bzw. 
pLemmi9-cwIso) und entsprechende transgene Kontrollpf lanzen (So- 
lanum tuberosum l! cv. Solara transf ormiert mit pA0.3TobRB7-GUS 
bzw. pLerami9-GUS) wurden in Glasern mit jeweils mehreren Pflanzen 

15 bereitgestellt . Ausgehend von jeder Pflanze wurden jeweils drei 
Linien mittels Stengelabschnitten und nachf olgender Kultivierung 
auf modif iziertem Murashige & Skoog Medium (MSm; verfestigt mit 
Agar) generiert. Jede Linie wurde auf einer separaten 9 cm Petri- 
schale ausgepf lanzt . Die Pflanzen wurden fur 2 bis 3 Wochen unter 

20 einem Licht/Dunkel-Regim von 16h Licht / 8h Dunkelheit bei 25°C 
geziichtet . 

Nematoden-Stammkultur : 

Nematoden wurden aus sterilen Stammkulturen gewonnen. M. inco- 
25 gnita wurde monoxenisch in der Dunkelheit bei 25 °C auf Wurzelex- 
plantaten von Cucumis sativus geziichtet, wie bei Wyss et al . be- 
schrieben (Wyss U et al. (1992) Nematologica 38:98-111)- Eier- 
sacke wurden aus den Sterilkulturen gesammelt und auf einem Sieb 
in einem Glastrichter mit sterilem Wasser plaziert. Die Trichter 
30 wurden mit einem Platikschlauch verbunden, welcher mit einer 
Klemme verschlossen wurde. Geschlupfte Jungtiere wurden durch 
5f fnen der Klemme und Ablassen der Suspension in kleine GefSSe 
gewonnen. Die Viskositat der Suspension wurde durch Zufiigen einer 
Suspension von sterilem "Gel Rite" erhoht. Die Dichte der Nemato- 
35 den in der Suspension wurde bestimmt und durch Zugabe von steri- 
lem Wasser normiert. 

Nema t odeninf ekt i on 

Sobald die Pf lanzenwurzeln ein Wurzelsystem entwickelt hatten, 
40 wurden die Wurzeln mit frisch geschlupften Jungnematoden im zwei- 
ten Stadixam (J2) infiziert. Zehn Tropfen mit jeweils 10 Jungtie- 
ren wurden dabei auf jede Pflanze appliziert. 

Auswertung : 

45 Nach 2 bis 3 Wochen hatten die Nematoden die Wurzelh penetriert 
land in den Kontrollpf lanzen hatten sich Gallen gebildet. Gailen- 
bildung wurde als Zeichen einer erf olgreichen Penetration und 
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EtabliexTung von FreEstellen in den Wurzeln lierangezqgen . Die 
Wurzeln der verschiedenen Pf lanzenlinien wurden auf Gallen mikr 
skopisch untersucht und die Gallen auf der Petriscliale vermerkt 

':5 Im Vergleich :zu den Kontrollpflanzen zeigen die mit 

pAO - 3TobRB7-cwIso bzw. pLeiratii9-cwIso trans formiert en Kartoffel- 
linien eine .signif ikante Verringeriing der Gallenbildung . Dies 
bedeutet eine signifikante Minderxing der Nematoden-bedingten 
Schadigung.- 
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Verf ahren zum Ersielen oder Erhohen der Resistenz gegen 
mindestens ein Pathogen in pf lanzlichen Organismen, wobei 
nachfolgende Arbeitsschritte umfasst sind 

a) transgene Expression eines Proteins mit Saccharoseiso- 
merase Aktivitat in einem pflanzlichen Organismus oder 
einem Gewebe, Organ, Teil oder Zelle desselben, und 

b) Auswahl der pflanzlichen Organismen, bei denen 

- im Unterschied oder Vergleich zum Ausgangsorganisinus - 
die Resistenz gegen mindestens ein Pathogen besteht 
Oder erhoht ist. 

Verf ahren nach Anspruch 1, wobei die Saccharose-Isomerase 
beschrieben wird dnrch 

i) ein Protein gemSfi SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16,18 
Oder 36, oder 

ii) ein f unktionelles Aquivalent zu einem Protein gemas 
SEQ ID NO: 2, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 oder 36, oder 

iii) . ein fxinktionell aquivalentes Fragment zu einem Protein 

gemaB i) nnd ii) . 

Verf ahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die 

Expression der Saccharoseisomerase gewahrleistet wird durch 

eine transgene Expressionskassette umfassend mindestens eine 

Nukleinsauresec[uen2 ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus: 

a) Nukleinsauresequenzen kodierend eine AminosSuresequenz 
gemaS SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 
Oder 36, und 

b) Nukleinsauresequenzen kodierend fur Proteine mit einer 
Homologie von mindestens 40% zu der Sequenz gemaE 

SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 oder 26 
aufweisen, und 

c) . Nukleinsauresequenzen gemaE SEQ ID No: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 

13, 15, 17, 19, 21 Oder 35, xind 
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d) Nukleinsauresequenzen, die zu einer Nukleinsauresesequenz 
von c) degeneriert ist, xind 

e) Nukleinsauresecjuenzen, die eine Homologie von mindestens 
:5 40% ZVL einer Nukleinsauz-esequenz gemaS SEQ ID No: 1, 3, 

5, 7,, 9, 11, 13, 15,-17, 19, 21 oder 35 aufweisen, und 

f ) Nukleinsauresequenzen, die mit einem koirvplementaren 
Strang der Nukleinsauresequenz gemaS SEQ ID No : 1 , 3 , 5 , 

10 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 oder 35 hybridisieren. 


4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Saccha- 
rose- Isomerase unter Kontrolle eines in Pflanzen fvmktionel- 
len pathogen- induzierbar en oder gewebespezif ischen Promotors 
15 expr imier t • wird . 

5- Verfahren nach eineia der Anspriiche 1 bis 4, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Pilzen und 
Nematoden . 


20 


25 


Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Patho- 
gen ausgewahlt ist aus der Gruppe der Pilze bestehend aus 
Plasmodiophoramycota , Oomycota , Ascomycota , Chytridiomyceten , 
Zygomyceten, Basidiomycota imd Deuteromyceten . 


7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei die Pflanze 
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Kartoffel, Rtibe, 
Zuckerriibe, Tomate, Banane, Karotte, Zuckerrohr, Erdbeere, 
Ananas, Papaya, Soja, Hafer, Gerste, Weizen, Roggen, Tri- 
30 ticale, Hirse und Mais. 

8- Transgene Expressionskassette enthalten in fxinktioneller 
Verkniipfung mit einem in Pf lanzen f unktionellen pathogen- 
induzierbaren oder epideinnis-spez if ischen Promoter eine 
35 Nukleinsauresequenz kodieren fiir eine Saccharose-Isomerase. 


9. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8, wobei die 
Saccharoseisomerase wie in einem der Anspriiche 2 oder 3 
def iniert ist - 

40 

10. Transgene Expressionskassette nach Anspruch 8 oder 9, 
wobei der pathogen-induzierbare oder epidermis-spezif ische 
Promotor ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer 
der Sequenzen gemaE SEQ ID NO: 23, 24, 32, 33 oder 34. 
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11.. Transgener Expressionsvektor enthaltend eine transgene 
Expr-essionskassette gemalS einem der Anspriiche 8 bis 10. 

12. Transgener Organismus enthaltend eine transgene Expressions- 
f5 kassette gemaE -einem der Ansprtiche 8 bis 10 oder einen trans- 

genen Expressionsvektor geraaJS Anspruch 11.. 

13 . Transgener Organismus nach Anspruch 12 , ausgewalilt aus der 
Gruppe der Pflanzen bestehend aus Kartoffel, Rube, Zucker- 

10 rObe, Tomate, Banane, Karotte, Zuckerrohr, Erdbeere, Ananas, 

Papaya, Soja, Hafer,. Gerste, Weizen, Roggen, Triticale, Hirse 
und Mais . 

14. Transgene Emteprodukte , Vermehrungsmaterial, Zellen, Organe, 
15 Telle, Kalli, Zellkulturen, Samen, Knollen, Stecklinge oder 

transgene Nachkommen eines transgenen Organismus gemafi einem 
der Anspriiche 12 bis 13 . 

15. Verwendung eines transgenen Organismus nach einem der 

20 Ansprtiche 12 bis 13 oder von diesem angeleitete transgene 

Ernteprodukte , Vermehrungsmaterial , Zellen, Organe, Telle, 
Kalli, Zellkulturen, Samen, Knollen, Stecklinge oder 
transgene Nachkommen nach Anspruch 14 zur Herstellung 
von Palatinose. 

25 


30 


35 


40 


45 
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